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Proteinstudien. ') 


Von 
S. P. L. Sérensen. 





(Aus dem Carlsberg Laboratorium, Kopenhagen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 25. Mai 1918.) 


Die starke Entwicklung der Kolloidchemie wiéhrend des 
letzten Jahrzehntes ist nicht ohne grofBen Einflu8 auf das 
Studium der Proteinstoffe geblieben und in einzelnen Gebieten 
hat sie uns viele bisher schwer verstindliche Erscheinungen 
erklart oder uns doch wenigstens auf die Spur einer Erklarung 
gebracht. In anderen Gebieten der Proteinforschung dagegen 
ist der Einflu{B der Kolloidchemie nach meinem Dafiirhalten 
kein gliicklicher, vielmehr aber ein direkt hemmender gewesen; 
so z. B. wo es sich um das Verstindnis solcher chemischen 
oder physikalisch-chemischen Erscheinungen handelt, in welchen 
die Proteinlésungen sich mit den wahren Loésungen niher als 
mit den Suspensionskolloiden verwandt zeigen, und das wird 
gewOhnlich da iiberall der Fall sein, wo solche Eigenschaften 
oder Umsetzungen auftreten, in welchen die Art des Stoffes 
der dispersen Phase eine Rolle spielt. Es ist namlich so, 
da die moderne Kolloidchemie auf die chemische Beschaffen- 
heit der dispersen Phase auferordentlich wenig Riicksicht 
nimmt, was sicherlich in der Entwicklungsgeschichte der Kolloid- 
chemie seinen Grund hat. 

In seinen klassischen, fiir die Kolloidchemie grundlegenden 
Arbeiten betont Thomas Graham?) den Unterschied zwischen 
kolloiden und krystallinischen Stoffen stark. «I may be allowed» 
schreibt Graham in seiner Ubersicht am Ende der zitierten 





') Wird gleichzeitig in englischer Sprache in den Comptes-Rendus 
des travaux du Laboratoire de Carlsberg, Bd. 12, S. 1 (1915) veréffentlicht, 
*) Philos. Trans. Royal Soc. London, Bd. 151, S. 183 (1861). 
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Abhandlung «to advert again to the radical distinction assu- 
med in this paper to exist between colloids and crystalloids 
in their intimate molecular constitution. Every physical and 
chemical property is characteristically modified in each class. 
They appear like different worlds of matter, and give occasion 
to a corresponding division of chemical science. The distinction 
between these kinds of matter is that subsisting between the 
material of a mineral and the material of an organized mass».') 
Graham war aber doch dariiber im Klaren, daB diese Trennung 
(zwischen kolloiden und krystallinischen Stoffen) vielleicht nicht 
eine so absolute war, wie er es in diesem Zitat ausgesprochen 
hatte; er fiihrt in derselben Abhandlung als Ausnahmen der 
Regel an, dafi Eis beim Schmelzpunkte und in der Nihe des- 
selben einen kolloiden Charakter besitzt, wahrend die aus 
einem Proteinstoff bestehenden sogenannten Blutkrystalle (Hamo- 
globin) krystallinischer Gestalt sind. «Can any facts more 
strikingly illustrate the maxim that in nature there are no 
abrupt transitions, and that distinctions of class are never 
absolute»,?) mit diesen Worten schlieit Graham diesen Ab- 
schnitt seiner groBen Arbeit, und nach und nach wurde die 
Grenzscheide zwischen krystallinischen und kolloiden Stoffen 
mehr und mehr verwischt, je nachdem es gelang einerseits 
mehr und mehr Stoffe in kolloidem Zustande darzustellen, und 
anderseits so ausgesprochene Kolloidstoffe wie z. B. die eigent- 
lichen Albumine zum Krystallisieren zu bringen. Es ist in- 
dessen erst der jiingsten Zeit vorbehalten, mit ihrer verbesserten, 
zum Teil neu erschaffenen Methodik die Darstellung kolloider 
Lésungen in solcher Mannigfaltigkeit und von beinahe aller 
Art Stoffen zu erméglichen, sodaf jetzt P. P. von Weimarn’) 
mit vollem Recht von «dem kolloiden Zustand als allgemeine 
Eigenschaft der Materie» sprechen konnte. 

Es ist von diesem historischen Gesichtspunkte aus be- 
trachtet leicht verstiindlich, daB& die Kolloidchemie nach und 


') loc. cit., S. 220. 

*) loc. cit., S. 223. 

*) Journ. d. russ. chem. Ges., Febr. 1906, zitiert nach P. P. von 
Weimarn, Grundziige der Dispersoidchemie (Dresden 1911), S. 6. 
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nach dazu gefiihrt worden ist, sich vorziiglich mit dem kolloiden 
Zustand des Stoffes und nicht mit dem kolloiden Stoff an sich 
zu beschaftigen. Die Kolloidchemie ist, wie Wo. Ostwald 
sagt, «nicht die Lehre von den kolloiden Stoffen, sondern viel- 
mehr die Lehre vom kolloiden Zustand der Stoffe».1) 

Da nun ferner viele der wichtigsten kolloidchemischen 
Untersuchungen typische Suspensionskolloide zum Gegenstand 
haben, und die Art des Stoffes eben fiir diese Klasse von 
Kolloiden gewohnlich von untergeordneter Bedeutung ist, so 
ist es erklarlich, daB die Zusammensetzung und der chemische 
Charakter des kolloiden Stoffes nach und nach beinahe vollig 
in den Hintergrund getreten ist. «So mannigfaltig und merk- 
wirdig der Einflu8 der fallenden Ionen ist», schreibt H. Freund- 
lich?) bei der Erwahnung der fallenden Wirkung der Elektro- 
lyten, Kolloiden, besonders den Suspensionskolloiden, gegen- 
uber, «so gering ist der der suspendierten Substanz. Man erhiit 
praktisch dieselbe Folge der Fallungswerte, mag man mit einer 
Suspension von groben Quarzteilchen, mit einer Mastixemulsion, 
mit kolloiden Loésungen von Platin, Arsentrisulfid oder Berliner- 
blau arbeiten>. 

Es ist indessen grofe Vorsicht geboten, wenn man aus 
Resultaten, die durch das Studium ausgesprochener Suspensions- 
kolloide gewonnen sind, Schliisse tiber kolloide Stoffe tiber- 
haupt, somit auch iiber die typischen Emulsionskolloide ziehen 
will. Eine soleche summarische Behandlung von ganz ver- 
schiedenartigen Stoffen ist nur dann berechtigt, wenn von 
solchen Eigenschaften oder Umsetzungen die Rede ist, die nur 
vom physikalischen Zustand des betreffenden Korpers und 
nicht auch von dessen chemischer Beschaffenheit abhangen. 
Es sind dann auch die Erklérungen derartiger Erscheinungen, 
welche der Proteinforschung durch die Resultate der Kolloid- 
chemie in hohem Mafe erleichtert worden sind. Wenn auf der 
anderen Seite die Kolloidchemie es versucht, samtliche oder 
auch nur die wesentlichsten Eigenschaften einer Proteinlésung 





1) Wo. Ostwald, Grundrifs der Kolloidchemie (Dresden 1909), S. 44. 
*) H. Freundlich, Kapillarchemie und Physiologie (Dresden und 


Leipzig 1914), S. 20. 
1* 
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auf kapillarchemischem Weg zu erkliren, — um einen ven 
Freundlich vorgeschlagenen Namen zu gebrauchen, welcher 
den Bereich der modernen Kolloidchemie zutreffend bezeichnet —, 
dann bringt sie, meine ich, der Proteinforschung mehr Schaden 
als Nutzen. Man kann auch nicht umhin zu bemerken, da 
die bedeutendsten Arbeiten von spiateren Jahren die Protein- 
stoffe betreffend — ich nenne hier nur die bahnbrechenden 
Arbeiten von Wo. Pauli und seinen Mitarbeitern — auBer 
kolloidchemischen auch noch allgemein chemische und physi- 
kalisch-chemische Gesichtspunkte zur Deutung der erhaltenen 
Resultate mit heranziehen. 

Es ist hierin nichts Besonderes, wenn man die vielen 
Punkte in Betracht zieht, in welchen die Suspensionskolloide 
den groben Suspensionen 4hnlich sind, waéhrend die meisten 
Proteinldsungen und andere emulsoide Loésungen in vielen 
Beziehungen den echten Lésungen naher stehen. Der Disper- 
sititsgrad, welcher fiir den talentvollen Organisator der moder- 
nen Kolloidchemie, Wo. Ostwald, eine alles tiberragende 
Rolle spielt bei nahezu allen kolloidchemischen Prozessen, ist 
meiner Meinung nach nicht imstande, den grofen Unterschied 
unter Suspensions- und Emulsionskolloiden an allen Punkten 
zutreffend zu erklaéren. Ein Goldsol z. B. mag in seiner dispersen 
Phase Partikeln von ultramikroskopischer oder von amikro- 
skopischer Grofenordnung enthalten, ohne daf dadurch seine 
ausgeprigten Suspensionseigenschaften EinbuBe leiden, wahrend 
eine Albuminlésung immer Emulsionscharakter besitzt und 
diesen erst dann verliert, wenn das Albumin z. B. durch eine 
Warmedenaturierung in einen ganz neuen Stoff umgewandelt 
wird, welcher in vielen Richtungen den Charakter eines Suspen- 
sionskolloids besitzt. Auch nicht die oft recht hypothetische 
Annahme, daf die disperse Phase der suspensoiden Systeme 
fest und dagegen die der emulsoiden fliissig sein sollte, scheint 
mir dazu geeignet, den genannten Unterschied zu erklaren. 
Solche wisserigen kolloiden Lésungen von Ol, wie z.B. diejenigen, 
die K. Beck ') oder G.S. Walpole?) untersucht haben, besitzen 


‘) Zeitschr. f. physik. Chem., Bd. 58, S. 409 (1907). 
*) Journal of Physiology, Bd. 47 (18. oct. 1913); Biochemical Journal, 


Bd. 8, S. 170 (1914). 
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einen vollstandigen Suspensionscharakter, und niemand wird 
doch wohl eine feste disperse Phase darin annehmen. 

Viel besser gereimt will es mir scheinen, den Unterschied 
zwischen Suspensions- und Emulsionskolloiden auf einen ver- 
schiedenen Grad von Reaktionsfahigkeit der dispersen Phase 
dem Dispersionsmittel gegenitiber zuriickzufiihren. ') 

Die typischen Suspensionskolloide reagieren — mag die 
disperse Phase fest oder fliissig sein — haupts&chlich nur 
kapillarchemisch mit dem Dispersionsmittel und dadurch sind 
die wichtigsten Eigenschaften des Systems (z. B. elektrischer 
Ladungsunterschied zwischen der dispersen Phase und dem 
Dispersionsmittel; Adsorptionsverhaltnisse usw.) gegeben. Ein 
typisches Emulsionskolloid, z. B. Albumin, reagiert ebenfalls 
kapillarchemisch mit dem Dispersionsmittel, hier ist aber diese 
Wirkung von mehr oder weniger untergeordneter Bedeutung, 
indem Emulsionskolloid und Dispersionsmittel auch rein chemisch 
reagieren, was mit unserer jetzigen Auffassung der in echten 
Lésungen obwaltenden Verhialtnisse vollig im Einklang steht. 
Es ist sehr moglich, dai der Dispersitaétsgrad des Emulsions- 
kolloids in gewissem Grade dafiir maBgebend ist, welche der 
hier genannten zwei Funktionen die vorherrschende, und des- 
halb die den Charakter des Systems bestimmende, sein wird. 
Ein emulsoides System grofen Dispersitétsgrades wird wahr- 
scheinlich tiberwiegend durch die Reaktion der dispersen Phase 
mit dem Dispersionsmittel charakterisiert sein, somit sich den 
echten Lésungen stark nahern, wahrend es zu erwarten steht, 
dafi die kapillarchemischen Verhiltnisse bei emulsoiden Syste- 
men von geringem Dispersitatsgrad die Hauptrolle spielen werden. 

Man wird ersehen, dai diese Auffassung von den echten 
Lésungen einerseits durch die Emulsionskolloide hindurch zu 
den Suspensionskolloiden andrerseits einen ganz allméhlichen 





‘) Ahnliche Anschauungen finden sich mehr oder weniger deutlich 
ausgesprochen an vielen Stellen der Literatur, siehe z. B. G. Ciamician, 
Zeitschr. f. physik. Chem., Bd. 69, S. 100 (1909); Fil. Bottazzi, Kolloid- 
chemische Beihefte, Bd. 3, 164 (1912); R. Héber, Physikalische Chemie 
der Zelle und der Gewebe, vierte Aufl. (Leipzig und Berlin 1914), S. 276 
und 305. 
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Ubergang zula&t, ja sogar verlangt. Um MifSverstandnissen 
vorzubeugen, soll es ausdriicklich betont werden, daB die Namen 
Suspensions- und Emulsionskolloide hier und im folgenden 
gebraucht werden in der oben entwickelten Bedeutung, welche 
im groBen und ganzen mit der landliufigen Bedeutung dieser 
Namen zusammenfallt, nur mit dem Unterschied, da8 mit dem 
Namen nichts dariiber ausgesprochen wird, ob die disperse 
Phase fest oder fliissig ist. 

Die wichtigsten Verschiedenheiten zwischen typisch sus- 
pensoiden und typisch emulsoiden Systemen werden somit nach 
meiner Auffassung, welche sich in vielen Beziehungen nahe an 
friihere von A. A. Noyes!) geéuferte Anschauungen schlieBt, 
die folgenden sein: 

Suspensoide Systeme besitzen eine innere Reibung 
(Viscositat), welche von der des reinen Dispersionsmittels nur 
wenig verschieden ist. 

Das System zeigt gewéhnlich zwischen der dispersen 
Phase und dem Dispersionsmittel einen deutlichen elektrischen 
Ladungsunterschied. Es werden nur relativ kleine Elektrolyt- 
konzentrationen verlangt, um Koagulation hervorzurufen, und 
dieselbe ist meist irreversibel. 

Emulsoide Systeme zeigen grofe innere Reibung und 
grofe Fiahigkeit, Schaum zu bilden. Das System besitzt gewohn- 
lich keinen ausgesprochenen elektrischen Ladungsunterschied 
zwischen der dispersen Phase und dem Dispersionsmittel. Im 
allgemeinen sind grofe Elektrolytkonzentrationen notwendig, 
um eine Koagulation zu bewirken, und diese ist meist rever- 
sibel. 

Ubergangssysteme zeigen natiirlich dazwischenliegende 
Eigenschaften. 

Es liegt nicht in meiner Absicht, mit diesen wenigen und 
kurzen Bemerkungen eine eingehende Besprechung der modernen 
Kolloidchemie im ganzen zu geben und noch weniger fiir kolloide 
Lésungen ein neues Klassifizierungsprinzip auszusprechen; ich 
habe nur dariiber Rechenschaft ablegen wollen, welche die 
Anschauungen gewesen sind, die fiir mich als Leitstern gedient 
~ 4) Journ. Americ. Chem. Soc., Bd. 27, S. 85 (1903). 
















Proteinstudien. 7 
haben, als ich die Resultate zu erklaren suchte, welche eine 
im Laufe der letzten 5 Jahre ausgefiihrte umfassende Unter- 
suchung eines typischen Emulsionskolloids, des Albumines der 
Hiihnereier, gegeben hat. Zwar bietet die Kolloidchemie in 
der Gestalt, welche ihr energischer Fiihrer Wo. Ostwald ihr 
gegeben hat, der Proteinforschung ein mit vielem Talent organi- 
siertes System dar, die exakte, experimentelle Forschung hat 
es aber nicht vermocht, mit der systematischen Bearbeitung 
Schritt und Tritt zu halten, und der Wert des Inhaltes ent- 
spricht deshalb nicht immer der Vollkommenheit des Systems. 
So bin ich mit Ostwald uneinig, wenn er zu wiederholtem 
Male in der noch nicht abgeschlossenen zweiten Ausgabe des 
«Grundri8 der Kolloidchemie» gegen eine Parallelisierung der 
Verhaltnisse kolloider und echter Lésungen warnt. Was 
Albuminlésungen und gewifi auch was viele andere typische 
emulsoide Lésungen betrifft, ist ein solcher Vergleich der Eigen- 
schaften der kolloiden Lésungen und derjenigen einer echten 
Lésung fiir das Verstandnis des Charakters der kolloiden Lésung 
vom gr6éBten Belang. Ja ich meine sogar, da6B man noch einen 
Schritt weiter gehen darf und sagen, daB auch das Studium 
echter Losungen von den durch eine genaue Untersuchung 
wohl definierter Proteinldsungen gewonnenen Resultaten viel 
Nutzen ziehen kann, indem der kolloide Charakter solcher 
Lésungen die Anwendung von Untersuchungsmethoden erlaubt, 
welche sich nur in Ausnahmefallen und unter besonderen Um- 
standen echten Loésungen gegeniiber gebrauchen lassen — ich 
denke hier besonders an die Benutzung halbdurchlassiger Haute. 

Bei den hier erwiahnten, in den folgenden Abhandlungen 
ins Einzelne beschriebenen, Untersuchungen iiber EKieralbumin- 
l6sungen bin ich deshalb bemiiht gewesen, die Sache sowohl 
von einem kolloidchemischen, als auch von einem physikalisch- 
chemischen und von einem rein chemischen Gesichtspunkt aus 
zu betrachten. 

In vielen Beziehungen ist meine Betrachtungsweise der 
in den Proteinldsungen obwaltenden Verhialtnisse zusammen- 
fallend mit derjenigen von Wo. Pauli, dessen umfassende und 
auBerordentlich wichtige, wahrend der letzten Jahre publizierte, 
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Untersuchungen iiber die Proteinstoffe mit den unsrigen zum 
Teil gleichlaufend sind. Wéahrend indessen Pauli und seine 
Mitarbeiter ihre Untersuchungen iiber eine gréfere Zahl von 
Stoffen ausgedehnt haben, so habe ich es fiir zweckdienlicher 
gehalten, die Untersuchung vorlaufig auf einen einzelnen Stoff, 
das Hiihnereialbumin, zu beschranken. Es ist dann anderseits 
moéglich geworden, diese tibrigens noch nicht abgeschlossene 
Untersuchung derart zu vertiefen, daf die erhaltenen Resultate 
als auf einer breiten und sicheren experimentellen Grundlage 
fuBende betrachtet werden diirfen. 

Wenn der Plan dieser Arbeiten in der eben skizzierten 
Weise entworfen worden ist, so ist dafiir die Betrachtung 
maBgebend gewesen, dafi eine Untersuchung eines einzelnen, 
aber wohl definierten Proteinstoffes, welche sich auf méglichst 
genauen quantitativen chemischen und physikalisch-chemischen 
Messungen griindete, von Bedeutung sein wiirde nicht nur fiir 
die Proteinchemie an sich, sondern auch fiir das Verstiandnis 
der Verhaltnisse der typischen Emulsionskolloide im ganzen. 





Die Konzentration eines geldsten Stoffes bezeichnet man 
in chemischen Arbeiten gewodhnlich durch das Gewicht oder 
durch die Zahl von Grammaquivalenten des betreffenden Stoffes, 
welche in einem gegebenen Volumen der Lésung vorhanden 
sind. Diese bequemlichkeitshalber gewaéhlte Ausdrucksweise 
ist sehr wohl zu gebrauchen, solange es sich um solche ge- 
ringen Konzentrationen handelt, bei welchen das Volumen des 
gelésten Stoffes im Vergleich zu dem des Lésungsmittels ver- 
schwindend ist. Sobald aber dieses nicht mehr zutrifft, dann 
wird es haufig zweckdienlich sein, die Konzentration des Stoffes 
in anderer Weise zu definieren, so z. B. durch das Gewicht 
des Stoffes, welches in der Gewichtseinheit entweder der Lésung 
oder des Lésungsmittels vorhanden ist. Es ist ein Leichtes, 
unter den Arbeiten der spéteren Jahre Beispiele zu finden, 
welche die Vorteile einer solchen Ausdrucksweise zeigen. Hier 
soll nur auf die bekannten Untersuchungen von Morse, Frazer 
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und Dunbar?) uber die Abhangigkeit des osmotischen Druckes 
von der Konzentration der Rohrzuckerlésungen und auf 
Kendalls?) Behandlung der Frage tiber die Anwendung des 
Verdiinnungsgesetzes an starken Lésungen schwacher Elek- 
trolyte verwiesen sein. Diese Arbeiten zeigen in packender 
Weise, wie notwendig es ist, auf das Volumen des geliésten 
Stoffes Riicksicht zu nehmen, falls man die gleichen Gesetze 
fiir schwache wie fiir starke Lésungen benutzen will. 

Der eben erwadhnte Sachverhalt ist von noch gréferer 
Bedeutung, wenn die Rede ist von Stoffen, welche in ge- 
lostem — dissoziiertem oder undissoziiertem — Zustand sich 
mit einem Teil des Lésungsmittels verbinden, und zwar weil 
dadurch das Verhialtnis der Menge des gelésten Stoffes zum 
Losungsmittel verschoben wird. Was die uns hier besonders 
interessierenden wiasserigen Losungen betrifft, so kann es 
nach den Untersuchungen der jiingsten Zeit kaum in Zweifel 
gezogen werden, dai viele Stoffe, sowohl nichtdissoziierte, 
wie z. B. Rohrzucker, als dissoziierte, z. B. die Ionen der ge- 
wohnlichen Sauren, Basen und Salze, sich in wisseriger Lé6sung 
mit gréferen oder kleineren Mengen von Wasser verbinden. 
Einen vorziiglichen Uberblick tiber die zur Beleuchtung dieser 
Frage angestellten Versuche hat Edward W. Washburn’) vor 
einigen Jahren gegeben, und neuere Untersuchungen haben eine 
weitere Bestétigung der Annahme gebracht, nach welcher in 
wasserigen Lésungen hiufig eine bisweilen sehr weitgehende 
Hydratation stattfindet. 

In solchen emulsoiden Lésungen wie denjenigen, von 
denen in den folgenden Abhandlungen die Rede sein wird, 
findet sich nun der disperse Stoff, in unserem Fall das Eier- 
albumin, in hydratisiertem Zustand, indem die disperse Phase 
aus Eieralbumin in mehr oder weniger loser Verbindung mit 
groBeren oder kleineren Mengen des Dispersionsmittels steht. 





1) H. N. Morse and J. C. W. Frazer, Americ. Chem. Journ., 
Bd. 34, S. 1 (1905) und H. N. Morse, J. C. W. Frazer and P. B. Dunbar, 
Ibid., Bd. 38, S. 175 (1907). 

*) J. Kendall, Journ. Americ. Chem. Soc., Bd. 36, S. 1069 (1914). 

%) Jahrbuch der Radioaktivitét und Elektronik, Bd. 5, S. 493 (1908) 
und Bd. 6, S. 69 (1908). 
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Wir haben deshalb auf den Rauminhalt der beiden Phasen 
Riicksicht nehmen miissen, und da unsere Versuche zeigen, 
daB die Zusammensetzung der dispersen Phase, welche im fol- 
genden der Kiirze halber oft schlechtweg Eihydrat oder Protein- 
hydrat genannt wird, vom Salzgehalt des Dispersionsmittels 
und von der Wasserstoffionenkonzentration desselben abhingt, 
so haben wir es zweckdienlich gefunden, bei den Angaben der 
Konzentrationen folgendes Verfahren einzuschlagen: 

Es sei z. B. durch die Analyse einer ammoniumsulfat- 
haltigen Losung von Eieralbumin gegeben, da8 100 g der Lésung 
p g Proteinstickstoff und a g Ammoniakstickstoff enthalten, 
und es sei x des weiteren der Faktor, womit der Proteinstick- 
stoff zu multiplizieren ist, um das Gewicht des wasserhaltigen, 
aber ammoniumsulfatfreien Eihydrats zu erhalten, wahrend y 
denjenigen Faktor bezeichne, welcher durch Multiplikation des 
Proteinstickstoffs die am Eihydrat gebundene Menge Ammonium- 
sulfat liefert. Da nun weiter der Ammoniakstickstoff durch 
Multiplikation mit 4,7163 das Gewicht der aquivalenten Menge 
Ammoniumsulfat gibt, so werden 100 g der betreffenden Lésung 
enthalten: 

p:-(x + y) Gramm Eihydrat (disperse Phase) 
(4,7163 -a —p-y) > Ammoniumsulfat 
und (100 + p.-x ~ 4,7163-a) » Wasser 

Die Ammoniumsulfatkonzentration, S, des Dispersions- 
mittels geben wir gewOhnlich durch das Gewicht des Ammonium- 
sulfats pr. 100 g Wasser an, und haben demnach 

g _ 100 (4,7163 -a ~- p -y) 
100 + p-.x + 4,7163-a 

Unter der Eihydratkonzentration, E, verstehen wir die 

Anzahl Milligrammiquivalente Proteinstickstoff pr. 100g Wasser 


im Dispersionsmittel, also 


\ Dispersionsmittel. 





= oe a 
~ 0,01401 (100 + p-x + 4,7163 - a) 

Bei solchen Gelegenheiten, wo es erwiinscht ist, die Ei- 
hydratkonzentration im Verhaltnis zum Volumen des Disper- 
sionsmittels anzugeben, bedeutet somit E die Anzahl Milli- 
grammiquivalente Proteinstickstoff in demjenigen Rauminhalt, 





E 
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, des Dispersionsmittels, welcher 100 g Wasser und Sg 
Ammoniumsulfat enthilt. Bezeichnet d, das spezifische Ge- 
wicht einer solchen Ammoniumsulfatlésung, dann wird 


_ 100 +S 


s d. 


und die Eihydratkonzentration, auf die Volumeneinheit des 
Dispersionsmittels gerechnet — eine z. B. bei Messungen des 
osmotischen Drucks zweckentsprechende Ausdrucksweise — 


wird deshalb 


V 


In die obenangefiihrten Ausdriicke gehen die zwei un- 
bekannten und nicht leicht zu bestimmenden Gréfen, die Fak- 
toren x und y ein. Eine der Hauptaufgaben unserer Unter- 
suchungen ist es gewesen, die Variation dieser beiden Groen 
mit derjenigen der Zusammensetzung des Dispersionsmittels 
zu bestimmen, und wenn es auch nicht gelungen ist, auf allen 
Punkten die Schwierigkeiten, welche von einer solchen Unter- 
suchung dargeboten werden, zu tiberwinden, so glaube ich 
doch sagen zu diirfen, dab die annaéhernden Werte von x und y, 
welche wir aus unseren Versuchsresultaten haben berechnen 
kénnen, eine wirklich quantitative Behandlung des Gleich- 
gewichtsverhaltnisses der beiden Phasen der Lisung ermég- 
lichen (siehe tibrigens Abhandlung I, C und Abhandlung V). 

Hiermit in genauem Zusammenhang steht eine Reihe von 
Fragen das Auskrystallisieren des Eieralbumins bei Zusatz 
hinlanglich grofer Mengen von Ammoniumsulfat betreffend. 
Man kann hier nach der Zusammensetzung des auskrystalli- 
sierten Niederschlags, nach seinem Gehalt an Wasser, an 
Ammoniumsulfat, an iiberschiissiger Schwefelséure oder an 
iiberschiissigem Ammoniak fragen. Weiter kann man nach 
dem Charakter des Krystallisationsprozesses an sich, und nach 
der Art und dem Umfang der Verdnderungen fragen, welche 
vor und wihrend der Krystallisation in der Zusammensetzung 
der dispersen Phase vor sich gehen. Auch nach den Gleich- 
gewichtsverhiltnissen zwischen dem auskrystallisierten Nieder- 
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schlag einerseits und nach der Mutterlauge anderseits, nach der 
Abhangigkeit dieses Gleichgewichtes von den vorhandenen Um- 
stinden — Temperatur-, Salz- und Wasserstoffionenkonzen- 
tration —, nach der Geschwindigkeit, mit welcher der Zustand des 
Gleichgewichtes sich einstellt, kann man fragen, und endlich da- 
nach, inwieweit die gefundenen Gleichgewichtsverhialtnisse mit 
der Gibbsschen Phasenregel iibereinstimmen. Auch zurBeant- 
wortung der hier gestellten Fragen haben wir es versucht, durch 
die inden folgenden Abhandlungen beschriebenen Untersuchungen 
einen Beitrag zu liefern, und es will uns scheinen, als ob die er- 
haltenen Resultate in nicht unwesentlichen Punkten fiir das Ver- 
stindnis der erwahnten Verhaltnisse von Bedeutung sein werden. 

Es wiirde zu weit fiihren, schon hier in dieser kurzen 
Einleitung eine nur einigermaBen ausfiihrliche Besprechung des 
Verfahrens und des Resultats dieser Untersuchungen zu geben; 
indem ich der Einzelheiten beziiglich auf die betreffenden Ab- 
handlungen verweise, mu8 ich mich hier mit einer summa- 
rischen Ubersicht des Inhalts begniigen. 

Abhandlung I gibt eine Beschreibung von der Dar- 
stellungsmethode des Versuchsmaterials und von den Reinheits- 
proben und den Kontrolluntersuchungen, welche wir fir not- 
wendig erachtet haben, um die Brauchbarkeit des benutzten 
Verfahrens darzutun. Auferdem werden die angewandten 
analytischen Methoden nebst den angehoérigen Kontrollbestim- 
mungen beschrieben. 

Abhandlung II behandelt die Frage tiber das Vermégen 
des Albumins, Séure oder Base zu binden, und zwar beson- 
ders das Bindungsvermégen der Schwefelséure gegeniiber bei 
verschiedenen Ammoniumsulfatkonzentrationen. 

Abhandlug III erwahnt die Auskrystallisation des Eier- 
albumins bei Zusatz von Ammoniumsulfat und gibt einen Bei- 
trag zur Beleuchtung sowohl vom KrystallisationsprozeB an 
sich als auch von der Frage nach der Zusammensetzung der 
ausgeschiedenen Krystalle. 

Abhandlung IV behandelt das Gleichgewicht zwischen 
dem auskrystallisierten Albumin und der umgebenden Mutter- 


lauge. 
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In Abhandlung V wird die Frage vom osmotischen 
Druck der Eieralbuminlésungen und von dessen Abhangigkeit 
von der Zusammensetzung der Lésung behandelt. Hiermit in 
genauem Zusammenhang steht die Frage nach der Variation 
der friiher genannten Faktoren x und y (siehe S. 10) mit der 
Zusammensetzung des Dispersionsmittels und nach dem Gleich- 
gewichtszustande im ganzen zwischen der dispersen Phase 
und dem Dispersionsmittel; auch diesen Fragen wird in Ab- 
handlung V niaher getreten. 

In einigen danach folgenden Abhandlungen hoffen wir 
dann spater die Resultate noch nicht abgeschlossener Versuche 
iiber das spezifische Gewicht, die Viscositét und die Wirme- 
denaturierung solcher ammoniumsulfathaltigen Eieralbumin- 
l6sungen wie der obenerwahnten mitteilen zu kénnen. Eben- 
falls haben wir schon vor liangerer Zeit eine Reihe orientierender 
Versuche mit anderen Salzen als dem Ammoniumsulfat aus- 
gefiihrt, besonders Krystallisationsversuche mit anderen Sul- 
faten und osmotische Messungen an ammoniumchloridhaltigen 
Eieralbuminlésungen, dagegen haben wir noch nicht mit an- 
deren Proteinstoffen als dem Hiihnereialbumin gearbeitet. 

Die oben aufgefiihrte Einteilung unseres Versuchsmaterials 
ist lediglich ein Werk der Zweckmabigkeit und zwar deshalb, 
weil ich gefunden habe, da8 diese Teilung einen guten Uber- 
blick tiber das vorliegende Material gibt; dagegen sagt die 
Einteilung nichts dariiber, in welcher Reihenfolge die Unter- 
suchungen ausgefiihrt worden sind. 

Es wird in den Abhandlungen des 6fteren auf die vor- 
hergehenden oder nachfolgenden derselben verwiesen werden, 
indem die eine Untersuchungsreihe in die andere hineingreift 
und Resultate davon benutzt. Ja es ist sogar noch méglich, daB 
fortgesetzte im Augenblicke laufende Untersuchungen spiater 
verlangen werden, dai einige der ZahlengréBen, welche jetzt 
verOffentlicht werden, spater umgerechnet werden miissen. 
Wenn ich trotzdem mich doch schon jetzt fiir eine Verdéffent- 
lichung entschlossen habe, dann hat dieser EntschluB seine 
Ursache in dem Umstand, daf das zur Verfiigung stehende 
Material einen solchen Umfang erreicht hat, da’ eine Bearbei- 
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tung fiir notwendig erachtet werden muBte, nicht am wenigsten, 
um ins Klare dartiber zu kommen, auf welche Punkte fort- 
gesetzte, supplierende Untersuchungen erwiinscht sein mochten. 





Die hier erwahnten Untersuchungen sind im grofen und 
ganzen von Frl. Margrethe Hoéyrup und mir geplant und aus- 
gefiihrt worden. Bei einer Reihe von Spezialuntersuchungen 
haben uns indessen S. Palitzsch und Frl. Jenny Hempel 
vorziigliche Hilfe geleistet, indem sie beinahe sdmtliche elektro- 
metrischen Wasserstoffionenmessungen ausgefiihrt haben. Das- 
selbe gilt von den Herren J. A. Christiansen, dem wir im 
wesentlichen die endgiiltige Ausformung der osmometrischen 
MeBmethode verdanken, und S. Goldschmidt, welcher die 
meisten Messungen des osmotischen Druckes ausgefiihrt hat. 

Es muf mir erlaubt sein, auch an dieser Stelle diesen 
meinen Mitarbeitern meinen besten Dank abzustatten fiir die 
Sorgfalt und die Tiichtigkeit, mit welcher jeder auf seinem 
Gebiet zur Ausfiihrung dieser oft recht miihsamen Unter- 


suchungen beigetragen hat. 


November 1915. 
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I. Mitteilung. 


Uber die Darstellung von Hieralbuminlosungen mit wohldefi- 
nierter Zusammensetzung nebst den angewandten analyti- 
schen Methoden. 


Von 


S. P. L. Sérensen und Margrethe Héyrup. 
(Mit 2 Figuren im Text.) 
(Aus dem Carlsberg Laboratorium, Kopenhagen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 25, Mai 1918.) 





A. Die Krystallisation des Eieralbumins und dessen Reinigung von 
Asche, Mucoid und Konalbumin. 

Mit der Krystallisation beabsichtigt man die Beseitigung 
der in der von Globulin befreiten Eiweiflésung anwesenden 
Verunreinigungen, von welchen wir besonders auf die Aschen- 
bestandteile, die stickstoffhaltigen, nicht koagulierbaren Stoffe, 
welche wir unter dem Namen «Mucoid» zusammenfassen, und 
auf die stickstoffhaltigen koagulierbaren, aber nicht krystallisier- 
baren Stoffe, die wir mit dem Sammelnamen «Konalbumin» 
bezeichnen, Riicksicht nehmen. 


a) Die Krystallisationsmethode. 


Bei der Auskrystallisation des Eieralbumins haben wir 
hauptséchlich die bekannte Methode von F. G. Hopkins und 
S. N. Pinkus?) benutzt, indem wir Ammoniumsulfat und ver- 
diinnte Schwefelséure fiir die Fallung gebraucht haben. Um 
eine wirkungsvolle Reinigung zu erreichen, haben wir den aus- 
krystallisierten Niederschlag nach der Abfiltrierung mit einer 
Ammoniumsulfatl6sung passender Starke gewaschen. 





1) Wird gleichzeitig in englischer Sprache in den Comptes-rendus 
des travaux du Laboratoire de Carlsberg, Bd. 12 (1916) verdffentlicht. 
2) Journ. of Physiol. Bd. 23, S. 130 (1898). 
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Das von uns befolgte Verfahren ist danach das folgende: 
Das Eiweif von 60 frisch gelegten Kiern (ca. 2 Liter) wird mit 
einem gleichen Volumen gesattigter Ammoniumsulfatl6sung ver- 
mischt und gut geschlagen, wonach der ausgeschiedene Nieder- 
schlag abfiltriert wird. Zu dem klaren rotgelben, nach Ammoniak 
riechenden Filtrat (ca. 3300 ccm) fiigt man gesiattigte Ammo- 
niumsulfatlésung bis zur bleibenden Triibung (ca. 140 ccm) und 
dann bestimmt man, wie viel "/s-Schwefelsiure zuzufiigen ist, 
um einer herausgenommenen, gemessenen Probe des Filtrats 
eine der Krystallisation giinstige Wasserstoffionenkonzentration 
zu erteilen. Beim Zusatz der "/s-Schwefelsiure lést sich zuerst 
die oben erwihnte Unklarheit, dann geht die rotgelbe Farbe 
der Lésung in gelb tiber, und zuletzt scheidet sich ein amorpher, 
voluminéser Niederschlag aus, welcher sich anfangs leicht durch 
Riihren oder Schiitteln lést, spiter aber immer schwieriger 
in L6sung zu bringen ist. Die dem Filtrat zuzufiigende Saure- 
menge ist, um der Lésung eine der Krystallisation giinstige 
Wasserstoffionenkonzentration beizubringen, so zu bemessen, 
daS der durch den Saurezusatz hervorgerufene Niederschlag 
sich durch Riihren eben wieder unter Bildung einer stark 
opalescierenden Fliissigkeit lést; eine Portion wie die genannte 
verlangt 500—600 ccm "/s-Schwefelsiure, gewodhnlich desto 
mehr, je alter die Eier sind. 

Nachdem die Saure zugesetzt und gut geriihrt worden 
ist, fangt die Krystallisation gewohnlich im Laufe einer Stunde 
an, und sie wird durch hiufiges Riihren oder Schiitteln gefordert 
wie auch durch die Zufiigung von etwas Impfungsmaterial 
(Krystallen mit anhéngender Mutterlauge) von einer friheren 
Krystallisation. Wenn die Krystallisation in gutem Gange ist, 
wird die Masse beiseite gestellt wahrend 2 bis 5 Tage bei 
gewOhnlicher Temperatur unter wiederholtem Riihren. Dann 
wird ohne Saugen an gewOhnlichen Filtern filtriert, und der 
Niederschlag des Waschens wegen auf mehrere Filter verteilt; 
fiir eine Portion wie die in Rede stehende werden 5 Filter 
von 24 Zentimeter angemessen sein. Sollte die Mutterlauge 
auch bis zum nichsten Tage nicht vollstaéndig abgelaufen sein, 
laiBt dieselbe sich mittels einer Pipette abziehen oder auch 
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vorsichtig abgiefen, weil sich der Niederschlag ziemlich fest 
ans Filter anlagert. 

Zur Ermittelung der Zusammensetzung der Waschfliissig- 
keit stellt man, in einer Reihe Probiergliéser, Mischungen dar, 
von welchen jede 10 ccm gesiattigter Ammoniumsulfatlésung 
nebst wechselnden Mengen von Wasser enthilt; zu jeder dieser 
Mischungen fiigt man jetzt ein paar Kubikzentimeter des Fil- 
trates. Findet man dann, daB z. B. die Mischung «10 ccm 
(NH,),SO,-Lésung + 6,5 ccm Wasser» wie auch simtliche 
salzreicheren Mischungen, durch diesen Zusatz von Filtrat unklar 
werden, wahrend alle ammoniumsulfatirmeren Mischungen klar 
bleiben, wird eine Mischung von 10 Teilen gesittigter Ammo- 
niumsulfatl6sung mit 7 Teilen Wasser als Waschfliissigkeit 
benutzt. Mit dieser Mischung werden die Filter vollstindig 
gefiillt, ohne dafi der Niederschlag aufgeriihrt wird, und die 
Waschfliissigkeit verdringt dann nach und nach die zwischen 
den Krystallen zuriickgebliebene Mutterlauge. 

Am niachsten Tage wird der mdglich noch nicht durch- 
gelaufene Teil der Waschfliissigkeit vom Niederschlag abge- 
gossen, wonach dieser so gut wie mdglich mittels eines Por- 
zellanloffels von den Filtern abgeschabt und in eine gerdumige 
Porzellanschale gebracht wird. Der an den Filtern hangende 
Rest wird in ausgekochtem Wasser durch Reiben mit einem 
Spatel gelést, die erhaltene Loésung mit dem Niederschlag in 
der Schale vermischt, und so vieles ausgekochtes Wasser 
zugefiigt, daB das Ganze durch gutes und wiederholtes Rihren 
vollstandig in Lésung geht. 

Die in dieser Weise erhaltene Lésung wird in ein Zylinder- 
glas gegossen, und aufs neue dadurch zum Krystallisieren 
gebracht, daB man so lange gesattigte Ammoniumsulfatlosung 
zugibt, als sich der augenblicklich entstehende Niederschlag 
durch gutes und anhaltendes Rihren eben wieder in Lésung 
bringen laft. Bei haufig wiederholtem Umriihren und am 
leichtesten nach dem Zusatz etwas Impfungsmaterials fingt 
dann die Krystallisation bald wieder an, und das weitere Ver- 
fahren ist jetzt eine genaue Wiederholung des oben beschrie- 
benen. 

Hoppe-Seylers’ Zeitschrift f. physiol. Chemie. CIII. 
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Wie es unten gezeigt werden soll, enthalt das auskry- 
stallisierte Eieralbumin schon nach 3 Krystallisationen so gut 
wie nichts von Asche, Mucoid oder Konalbumin, allein wir 
haben immer sicherheitshalber 6 mal krystallisiert; die nach 
der dritten und fiinften Krystallisation erhaltenen Liésungen 
wurden filtriert, um anwesendes Fltrierpapier und denaturiertes 
Albumin zu beseitigen. 

Beim Ausfallen des Eierglobulins sowie bei der ersten 
Krystallisation kam gewohnliches «reines» Ammoniumsulfat 
zur Verwendung und ebenso bei der ersten Filtrierung ordinares 
Filtrierpapier. Bei allen spateren Operationen aber wurde 
nur das reinste Ammoniumsulfat, das wir uns verschaffen 
konnten (s. S. 23), und besonders reines ausgewaschenes Fil- 
trierpapier (N. 590) von der Firma Schleicher & Schiill, 
Diiren, gebraucht, um nicht dem Eieralbumin Aschenbestand- 
teile zuzufiihren. 

Die durch wiederholte Krystallisation vorwartsschreitende 
Reinigung des Eieralbumins ist durch mehrere Versuchsreihen 
quantitativ verfolgt worden. Eine dieser Reihen mag hier als 
erlauterndes Beispiel néiher beschrieben werden. 

Als Ausgangsmaterial benutzten wir 1 Liter der in der 
oben beschriebenen Weise von Globulin befreiten Losung von 
Hiihnereiweif, dessen Gehalt an Asche, an koagulablen und 
nicht koagulablen Stickstoffverbindungen im voraus bestimmt 
worden war. Das Eieralbumin dieser LOsung wurde dreimal 
auskrystallisiert und sowohl in den dadurch erhaltenen Filtraten 
und Waschfliissigkeiten, als auch in der durch Lésen des drei- 
mal krystallisierten Niederschlags erhaltenen Endfliissigkeit 
ebenfalls der Gehalt an Asche und die Verteilung des Stick- 
stoffes ermittelt. Samtliche zum Krystallisieren und Filtrieren 
benutzten GefaSe und Filter wurden gut gewaschen und auch 
die dadurch erhaltenen Lésungen (welche als «Reste» bezeichnet 
werden) wurden analysiert. Das Resultat dieser Analysen ist 
in der Tabelle 1') (s. S. 20) zusammengestellt, und auf diese 


‘) Aus der untersten, mit «Summe> bezeichneten Reihe der Tabelle 
ersieht man, daf, wahrend die gesamte gefundene Menge von Asche sehr 
nahe an 100°/o der ganzen anwesenden Menge ist, gegen 2°/o des Pro- 
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Tabelle wird bei der folgenden naheren Besprechung jeder 
einzelnen der hier behandelten Verunreinigungen: Asche, Mucoid 


und Konalbumin verwiesen. 


b) Asche. 


Die Eindampfung der zur Aschenbestimmung vorliegenden 
Lésung und das Wegbrennen des organischen Stoffes und der 
Ammoniumsalze wurden in einer genau gewogenen, geraumigen 
Platinschale vorgenommen, welche in einem elektrisch geheizten 
Heraeus-Muffelofen angebracht wurde. Der Ofen lie8 sich 
leicht einstellen und zwar sowohl auf niedere Temperaturen 
unter 100° fiir die Eindampfung als auf hdhere, welche die 
Veraschung und das Gliihen verlangten. Um Verunreinigungen 
vom Ofenmaterial herriihrend zu vermeiden, wurde das Innere 
des Ofens dermafen mit Platinblech bekleidet, daB die Platin- 
schale wahrend des Prozesses nur mit Platin in Beriihrung 
kam. Im Schornstein des Ofens war eine Gasflamme ange- 
bracht, welche die tibelriechenden Gasarten der Proteinver- 
brennung verbrannte. Samtliche fiir die Aschenbestimmungen 
benutzten Lésungen enthielten entweder reichliches Ammonium- 
sulfat oder sie wurden vor der Einengung mit etwas von diesem 
Salz in fester Form versetzt, weshalb die basischen Bestand- 
teile der Asche wesentlich als Sulfate zur Wiagung gebracht 
worden sind. Die Asche wurde nach der ersten Wagung mit 
starker Schwefelsaure befeuchtet und dann nach Eintrocknen 
und kurzem Gliihen wieder gewogen. 

Aus der Tabelle 1, Stab 2 und 3, ersieht man, daB bei 
weitem der grofite Teil der Asche durch die erste Krystalli- 
sation und Waschung beseitigt worden ist; doch finden sich 
auch noch im Filtrat II deutliche Aschenmengen, wahrend die 
im Filtrat III] und in der Endlésung vorgefundenen, minimalen 
Mengen im wesentlichen, wie wir gleich sehen werden, vom 





teinstickstoffes fehlt. Diese Sachlage riihrt gewif davon her, daf es 
trotz einer so weit als méglich quantitativen Arbeitsweise uns nicht ge- 
lungen ist, allen Proteinstoff aus den benutzten grofen Filtern auszu- 
waschen, und der Proteinstickstoff in den als «Reste> bezeichneten 
Lésungen sich deshalb zu niedrig beziffert. 

Q¢ 














Tabelle 1. 


Die Reinigung des Eieralbumins durch Krystallisation. 
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yj Reti......)-— | —| —| — | 468) o68; —| —}|—-] — | — | -—] - 
Filtrat Il. . . . ./0,008! 0,16 0,0] 0,00 | 1935, 2,93 4,699) 28,365 0,234] » 0,223) » 0,011) > 2,79)» 0,14 
Waschflissigkeit III | 0,006! 0,12, — — 23; 008; — | —{i— — i =. — 
Rest I... ..} — | — | — — | 375| 057) — —|—| — — | — — 
Endlésung . . . -|0,006|_ 012 00] 000 lazaio| seer} — | - |—~| — | ~ = i 
Summe. . 5,120! 99,97| 8794, 98,35 |6479,1| 9804 — | — | — |] — ae nee a 
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Phosphorgehait des Albumins herrihren. Die qualitative Unter- 
suchung der Aschenproben hat naémlich das folgende Resultat 
gegeben: 

Die Aschenproben von «der urspriinglichen Losung», dem 
«Filtrat 1», der «Waschfliissigkeit 1» und dem «Rest I» ver- 
hielten sich ganz gleich. Sie lésten sich beinahe vollstandig 
in Wasser zu einer nicht vollig klaren Losung, welche nach 
Filtrierung neutral gegen Lackmus reagierte und reichliches 
Sulfat, aber kein Chlorid, kleine, aber deutliche Mengen Calcium- 
salze, aber nur eine Spur von Phosphaten enthielt. Auch der 
in Wasser unldsliche Teil enthielt nur eine Spur von Phos- 
phaten. Die Phosphorsaure des genuinen Eiweifes ist wohl zu- 
sammen mit dem Globulin als Calciumphosphat oder Magnesium- 
ammoniumphosphat aus der ammoniakalischen Fliissigkeit 
hinausgefallen. 

Der wisserige Auszug der Asche des «Filtrats Il» gab 
eine deutliche Reaktion auf Sulfat, nur aber eine ganz schwache 
auf Phosphat. Indessen wurde bei nachfolgender Behandlung 
der Platinschale, welche an einzelnen Stellen mit kleinen, grauen 
Flecken besetzt war, mit ganz schwacher Salpeterséure eine 
Lésung erhalten, welche schwach auf Calciumsalze, aber deut- 
lich auf Phosphorsaure reagierte. 

Der wisserige Auszug der Asche des «Filtrates III» gab 
eine schwache, aber sichere Reaktion auf Sulfat, auf Phosphat 
aber nur eine zweifelhafte. Ein mit schwacher Salpetersaure 
dargestellter Auszug enthielt nur schwache Spuren von Calcium- 
salz, Phosphorséure dagegen in leicht nachweisbaren Mengen. 

Der wiisserige Auszug von der Asche der Endlésung end- 
lich gab nur eine duBerst schwache Reaktion auf Sulfat, keine 
Reaktion auf Calcium, dagegen aber eine schwache auf Phos- 
phorsdure. An der Platinschale fanden sich zahlreiche graue 
Flecken, welche durch Behandlung mit warmer, ganz schwacher 
Salpetersdure fast vOllig verschwanden; die salpetersaure 
Lésung enthielt kein Calciumsalz, aber deutlich wahrnehmbare 
Mengen von Phosphorséure. Es kann deshalb kaum in Zweifel 
gezogen werden, dafi die grauen Flecken Phosphor, wahr- 
scheinlich mit Platin verbunden, enthalten. Damit steht es 
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auch in guter Ubereinstimmung, da die Platinschale durch 
jede Aschenbestimmung mit nachfolgender Reinigung ein paar 
Milligramm des Gewichtes einbiibte. Dieser Phosphor rihrt 
gewifi nicht von etwaigen Verunreinigungen her, sondern 
stammt aus dem Albumin selbst, indem dieses nach den Ana- 
lysen Thomas B. Osbornes und G. F. Campbells?) 0,12°/o 
Phosphor enthilt. Nimmt man hierauf Riicksicht und bedenkt 
man noch dazu, dai diejenige «Asche», welche aus der End- 
lésung gewonnen war, nur eine duBerst geringe Spur von Sulfat 
und kein Calciumsalz enthielt, dann darf man wohl ohne Be- 
denken sagen, dai die Lésung des Eieralbumins schon nach drei 
Krystallisationen desselben praktisch genommen aschenfrei ist.) 

Die groéBte Schwierigkeit bei der Darstellung von aschen- 
freien Eieralbuminlésungen liegt in der Beschaffung von hin- 
linglich reinem Ammoniumsulfat. Auch das reinste Produkt 
des Handels, von der Firma C. A. F. Kahlbaum, Berlin «Zur 
Analyse mit Garantieschein», ist nicht immer fiir diesen Ge- 
brauch rein genug. Wir haben in 100 g von solchen Ammo- 
niumsulfatpréparaten oft 2—5 mg, ja einmal sogar 9 mg Asche 
gefunden, welche bisweilen Calciumsulfat und oft reichliches 
Phosphat enthielt. Da8B es sich hier wirklich um Phosphor- 
siure handelt und nicht etwa um Arsenséure, was eher zu 

‘) Journ. Amer. Chem. Soc., Bd. 22, S. 440 (1900). 

*) In diesem Zusammenhang soll noch ein Versuch angefihrt 
werden, welcher mit einer Lésung von 6 mal umkrystallisiertem und da- 
nach durch Dialyse von Ammoniumsulfat befreitem Eiweifs gemacht wurde. 
Nach Zusatz von gleichen Teilen 21-Essigsiure und "/:-Natriumacetat- 
lisung wurde die Liésung koaguliert, der Niederschlag abfiltriert, mit 
warmem Wasser ausgewaschen und danach mehreremal mit absolutem 
Alkohol ausgekocht. Der alkoholische Auszug wurde in einer Platinschale 
auf dem Wasserbad zum Trocknen eingedampft, und gab einen kaum 
sichtbaren Riickstand. Dieser Riickstand wurde mit einer alkalischen 
Lisung von Natriumnitrat befeuchtet, wieder eingetrocknet und gegliiht; 
der Glithrest enthielt keine nachweisbare Spur von Phosphat. Auch das 
koagulierte mit Aikohol ausgekochte Eieralbumin wurde mit Natriumnitrat- 
lisung gefeuchtet, getrocknet und gegliiht. Der Gliihrest enthielt reichliche 
Mengen von Phosphat. Dieses Resultat spricht zugunsten der Anschauung 
E. G. Willcocks und W. B. Hardys (Proc. Cambridge Philos. Soc., Bd. 14, 


S. 119 [1907] zitiert nach dem Chem. Zentralbl. 1907, IT, S.821), nach welcher 
der Phosphor einen integrierenden Teil des Proteinmolekiils ausmacht. 
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erwarten war, ist durch Verwandlung des mittels Ammonium- 
molybdat gebildeten gelben Niederschlages in Magnesium- 
ammoniumphosphat mit nachfolgender Untersuchung in Marshs 
Apparat gezeigt worden. Die Firma C. A. F. Kahlbaum hat 
es indessen auf unsere Bitte bereitwilligst unternommen, ein 
mit besonderer Sorgfalt gereinigtes Ammoniumsulfat darzu- 
stellen, welches in 100g weniger als 1 mg Asche enthilt. 
Erst die Anwendung solches sehr reinen Ammoniumsulfates 
ermOglicht die Darstellung von aschefreiem Eieralbumin. 

(Mit Riicksicht auf den mdglichen Inhalt des Ammonium- 
sulfats an «Uberschu$» von Schwefelsiure oder Ammoniak 
verweisen wir auf die Abhandlung II). 


c) Mucoid. 


Wie schon erwahnt, benutzen wir den Namen Mucoid 
als gemeinschaftliche Benennung simtlicher im Eiweib an- 
wesenden, stickstoffhaltigen Stoffe, welche durch Erwiérmen 
nicht koagulieren, und die Bestimmung des Mucoidstickstoffes 
geschieht dementsprechend dadurch, daf man aus dem Filtrat 
von den koagulierten Proteinstoffen das Ammoniak wegschafft 
und dann im Rest den Totalstickstoff nach Kjeldahl bestimmt. 
Beziiglich der Einzelheiten dieses Verfahrens wird auf Ab- 
schnitt D, Stickstoffbestimmungen, verwiesen; hier soll nur ein 
einzelner Punkt hervorgehoben werden, welcher bei der Ana- 
lyse einigermafen reiner Eieralbuminlésungen keine Rolle spielt, 
der aber von Belang ist, sobald man Loésungen zu analysieren 
hat, in welchen die meisten der Bestandteile des genuinen Ei- 
weifes noch vorhanden sind. 

In einer friiheren Abhandlung') ist darauf aufmerksam 
gemacht worden, daf diejenige Menge von Stickstoff, welche 
beim Erwiérmen einer globulinfreien, tibrigens aber genuinen 
Eiweiblésung in der Losung bleibt, von einer Reihe verschie- 
dener Faktoren abhingt, und zwar auBber von der Wasserstoff- 
ionenkonzentration und dem Salzgehalt, welche beide immer 





1) S. P. L. Sérensen und E. Jiirgensen, Comptes-rendus des 
travaux du Laboratoire de Carlsberg, Bd. 10, S. 1 (1910) und Biochem. 
Zeitschr., Bd. 31, S. 397 (1911). 
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bei der Koagulation der Eiweifistoffe von gréBerem oder klei- 
nerem Belang sind, auch noch von der Dauer des Erhitzens 
und von der Menge des auskoagulierten Niederschlages. Be- 
absichtigt man jetzt — wie bei den in der gegenwirtigen Ab- 
handlung beschriebenen Reinigungsversuchen — einen Vergleich 
der Mengen nicht koagulierbarer Eiweifstoffe, welche sich einer- 
seits in der als Ausgangsmaterial dienenden Lésung vorfinden, 
und die anderseits in der beim Krystallisieren erhaltenen ei- 
weifarmeren, aber ammoniumsulfatreicheren Mutterlauge ent- 
halten ist, dann ist es notwendig, die Probe des Ausgangs- 
materials vor dem Erhitzen derart mit einer angemessenen 
Ammoniumsulfatlodsung zu verdiinnen, daf sich die Koagulation 
der beiden Proben so weit als mdglich unter gleichen Um- 
stiinden vollzieht. Dieser Bedingung haben wir selbstverstand- 
lich Rechnung getragen in unseren Versuchen, dessen Resultate 
sich in der Tabelle 1 S. 20 wiedergegeben finden. 

Die im vierten und fiinften Stab der Tabelle mitgeteilten 
Zahlen zeigen, dafi die Entfernung des Mucoids im grofen und 
ganzen eben so glatt verliuft wie die Beseitigung der Asche. 
Weit der gréfte Teil des Mucoids wird durch die erste Kry- 
stallisation entfernt, und nach drei Krystallisationen ist die 
Menge so geringfiigig, dafi es sich in dieser Weise nicht nach- 
weisen lift. 


d) Konalbumin. 


Warend somit der Aschengehalt und der Gehalt an nicht 
koagulierbaren Stickstoffverbindungen sich einigermafen leicht 
genau ermitteln lassen, gilt dasselbe nicht fiir den Gehalt an 
koagulierbarem, aber nicht krystallisierbarem Eieralbumin, die, 
wie schon erwahnt, unter dem Sammelnamen Konalbumin zu- 
sammengefafit werden. Unter den bei dem gewohnlichen rei- 
nigungshalber stattfindenden Umkrystallisieren des Albumins 
innezuhaltenden Bedingungen (Konzentration der Wasserstoff- 
ionen und des Ammoniumsulfats) fallt namlich das gesamte 
krystallisierbare Albumin niemals vollig aus, und die Mutter- 
lauge wird deshalb immer neben dem nicht krystallisierbaren 
auch noch krystallisierbares Eieralbumin enthalten. Die Menge 
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des letzteren wird, wie es des naéheren in der Abhandlung IV 
besprochen wird, von einer ganzen Reihe von Umstianden ab- 
hangig sein, und zwar besonders von der Wassersoffionen- 
konzentration und dem Ammoniumsulfatgehalt der LOsung, von 
der Temperatur und der Dauer der Krystallisation, aber wahr- 
scheinlich auch von den Verunreinigungen der Mutterlauge und 
von der Haufigkeit des Riihrens oder Schiittelns wihrend der 
Krystallisation. Dessenungeachtet haben wir jedoch gemeint, 
uns einigermafen zuverlissige Schaétzungen dariiber bilden zu 
kénnen, inwieweit die Reinigung des Eieralbumins durch wieder- 
holte Krystallisationen auch mit Bezug auf das Konalbumin eine 
effektive ist, indem wir das folgende Verfahren angewandt haben. 

Die zu untersuchende Mutterlauge wurde analysiert und 
ihr Gehalt an Ammoniumsulfat und an Ejihydrat per 100 g 
Wasser berechnet, indem ftir die ganze vorhandene Menge 
Proteinstickstoff der Faktor x = 7,861) gesetzt wurde. Dann 
wurde mittels der in der Abhandlung 1V mitgeteilten Unter- 
suchungen iiber das zwischen dem auskrystallisierten Eier- 
albumin einerseits und der umgebenden Mutterlauge ander- 
seits bestehende Gleichgewichtsverhaltnis eingeschitzt, wie viel 
krystallisierbares Eihydrat per 100 g Wasser unter den ob- 
waltenden Verhiltnissen (Konzentration des Ammoniumsulfats 
und der Wasserstoffionen, Temperatur und Krystallisations- 
dauer) in der Mutterlauge vorhanden sein sollte, indem wir 
voraussetzten, was wahrscheinlich nicht ganz richtig ist, daB 
kein anderer Umstand als die hier genannten, z. B. auch nicht 
ein eventueller Inhalt an Konalbumin, die Geschwindigkeit und 
Vollstandigkeit der Krystallisation beeinflufte. Mittels eines 
Vergleiches des in dieser Weise «<berechneten» Gehalts an 
krystallisierbarem Eihydrat und des gefundenen Gehalts an 
Eihydrat tiberhaupt konnte dann die vorhandene Menge nicht 
krystallisierbaren Eihydrats eingeschatzt werden. Als ein er- 
lauterndes Beispiel sollen die Einzelheiten der Untersuchung 





1) Die Bestimmung dieser Gréfe betreffend wird auf die Abhand- 
lungen III und V verwiesen. Die Gréfe x gibt den Faktor an, mit welchem 
das Gewicht des Proteinstickstoffes zu multiplizieren ist, um das Gewicht 
der entsprechenden Eihydratmenge zu geben. 
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des Filtrates I der in der Tabelle 1 (S. 20) wiedergegebenen 
Versuchsreihe mitgeteilt werden. Die Analyse dieses Filtrates 
ergab, dafi 100 g desselben enthielten: 


0,331 g Asche . ; oe cece 0,331 g Asche, 
4,524 » Ammoniak-N, aiquivalent mit 21,337 » (NH,),SO,, 


0,1388 » «koag. Ei-N> . » 1,091 » koag. Eihydrat 
und 0,0584 » «nichtkoag. Ei-N» . > 0,459 » Mucoid 
mehet. . . 2 se te te +e + ee hl Ce eee 
100,000 g. 


27,789 g (NH,),SO, 
Auf 100 g Wasser kommen somit { 1,421 » koag. Eihydrat 


Die Dauer der Krystallisation war 4 Tage bei Zimmer- 
temperatur (18°) und die Wasserstoffionenkonzentration des 
Filtrats I entsprach dem p,,. = 4,604. 

Aus der in der Abhandlung IV gegebenen graphischen 
Darstellung der Versuche iiber den von der Ammoniumsulfat- 
konzentration geiibten EinfluB auf das Gleichgewicht des aus- 
krystallisierten Albumins einerseits und der umgebenden Mutter- 
lauge anderseits ist nun zu ersehen, daf, wenn eine Mutter- 
lauge eine dem p,,. = 4,85 entsprechende Wasserstoffionen- 
konzentration besitzt und auf 100 g Wasser 27,789 g Ammo- 
niumsulfat enthalt, sie nach Krystallisation in 4 Tagen bei 
18° 0,422 g Eihydrat in 100 g Wasser enthalten wird. 

Nun entspricht aber die Wasserstoffionenkonzentration 
des Filtrats I nicht dem p,,, = 4,85, sondern dem p,,. = 4,604, 
und bei dieser letzteren Konzentration ist die Krystallisation 
— alles Ubrige gleich — vollstindiger als bei der ersteren. 
Aus der in der Abhandlung IV mitgeteilten Darstellung von 
dem Einflu8, welchen die Wasserstoffionenkonzentration auf 
das Gleichgewicht zwischen auskrystallisiertem Eihydrat und 
Mutterlauge ausiibt, ersieht man durch Benutzung der einer 
5tagigen Krystallisationsdauer bei 18° entsprechenden mitt- 
leren Kurve des oberen Kurvenbiindels, dai eine Mutterlauge 
mit 25,947 g Ammoniumsulfat in 100 g Wasser 

0,640 g Eihydrat in 100 g Wasser bei p a, 4,85 enthalt und 
0,412> >» » 100> > >» py = 4,604. 

Die letztgenannte Mutterlauge wird demnach nur 0,644 mal 

soviel Eihydrat wie die erstere enthalten. 
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Weiter ersieht man durch Benutzung der auch einer 
5tagigen Krystallisationsdauer bei 18° entsprechenden mittleren 
Kurve des untersten Kurvenbiindels, daB eine Mutterlauge mit 
27,121 g (NH,),SO, per 100 g Wasser 

0,326 g Eihydrat in 100 g Wasser bei = 4,85 enthalt und 
0,212> » > 100g » » py, = 4,604. 


Auch bei dieser Ammoniumsulfatkonzentration wird somit 
die Kihydratmenge bei p,,, = 4,604 ein ahnlicher Bruchteil wie 
oben, und zwar 0,650, derjenigen bei p,,. = 4,85 sein. 

Es wird somit die Annahme, da8 das Verhiiltnis bei der 
Ammoniumsulfatkonzentration 27,789 g (NH,),SO, per 100 g 
Wasser ein ganz entsprechendes ist, keinen wesentlichen Fehler 
bedingen, und da nun der Kihydratgehalt einer Mutterlauge 
mit dieser Salzkonzentration und mit p,,. = 4,85, wie oben 
(S. 26) genannt, 0,422 g in 100 g Wasser sein wird, so wird 
die dem p,,. = 4,604 entsprechende Menge etwa 0,422 - 0,65 
= ca. 0,274 g in 100 g Wasser sein. 

Das Resultat dieser Schatzung wird also, dafi eine Mutter- 
lauge, welche, wie das Filtrat I, durch eine 4tigige Krystalli- 
sation gewonnen ist, 27,789 g Ammoniumsulfat in 100 g Wasser 
enthalt und eine dem p,,, = 4,604 entsprechende Wasserstoff- 
ionenkonzentration hat, ca. 0,274 g krystallisierbares Kihydrat 
in 100 g Wasser enthalt. Da nun die gesamte gefundene 
Menge Eihydrats — 1,421 g in 100 g Wasser ist, so wird die 
in 100 g Wasser enthaltene Menge nicht krystallisierbares 
Eihydrat 1,421 ~ ca. 0,274 = ca. 1,147 g sein. 

Mittels einer vollig analogen Betrachtung haben wir ge- 
funden, daB die Filtrate II und III beziehungsweise ca. 0,195 
und ca, 0,223 g krystallisierbares Eihydrat in 100 g Wasser 
enthalten miissen, und das heifit, wie die Zahlen der Tabelle 1, 
Stab 12 und 14 zeigen, daB in dem Filtrat II noch ein geringer, 
aber sicher nachweisbarer Gehalt an Konalbumin vorhanden 
ist, wihrend das mit Bezug auf Filtrat III nicht mehr der 
Fall ist. 

Also verhalt sich das Konalbumin wie die Asche und 
das Mucoid der genuinen Eieralbuminlésung: die Hauptmenge 
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verschwindet schon bei der ersten Umkrystallisation mit an- 
gehoriger Waschung, und nach drei Krystallisationen bleibt es 
wahrscheinlich nur in Spuren zuriick. 

In diesem Zusammenhang verweisen wir auf den S. 45 
beschriebenen Versuch sowie auch auf diejenigen, die in Ab- 
handlung IV unter dem Abschnitt iiber den Einflu8 der Protein- 
konzentration auf das Gleichgewicht besprochen sind. Es ist 
dort ein Hinweis darauf gegeben, daf das krystallisierbare 
Eieralbumin mdglicherweise nach und nach in geringerem 
Grade sich in nicht krystallisierbares, aber vollig koagulables 


Albumin umwandelt. 





Vollstandigkeitshalber fiihren wir schlieflich an, da8B wir 
mehrere Versuchsreihen ganz ahnlicher Art wie diejenigen der 
Tabelle 1 entsprechenden ausgefiihrt haben, indem wir die Ver- 
suchsbedingungen ein wenig abanderten, z. B. haben wir die 
Krystallisation bei Eisschranktemperatur vorgehen lassen, oder 
unter Zusatz von etwas Ammoniak mit nachfolgender Zugabe 
der diquivalenten Menge Schwefelséure oder umgekehrt. Als 
ein Beispiel letzterer Art der Krystallisation teilen wir nun das 
folgende mit: Zu 550 ccm einer Lésung von einmal krystalli- 
siertem und gewaschenem Eieralbumin wurden 20 ccm */,- 
Schwefelséure und 200 ccm gesattigter Ammoniumsulfatl6sung 
gegeben; nach Stehenlassen wiéhrend einer Stunde wurden 
20 ecem ®/,-Ammoniak und dann gesattigte Ammoniumsulfat- 
ldsung zur bleibenden Unklarheit (etwa 150 ccm) zugesetzt. 
Die Absicht dieses Verfahrens war natiirlich zu versuchen, in- 
wieweit eventuelle am Eieralbumin gebundene basische Stoffe 
sich durch eine solche vorlaufige Séurebehandlung leichter als 
in der tiblichen Weise beseitigen lieBen. Die Resultate aller 
von uns angestellten Versuche entsprechen indessen in jeder 
Beziehung den in der Tabelle 1 wiedergegebenen. 

Wir meinen aus diesen Versuchen schliefen zu diirfen, 
dai das Eieralbumin sich ohne Schwierigkeiten von 
Asche, Mucoid und Konalbumin befreien laft. Ein ge- 
naueres Durchgehen des Zahlenmaterials gibt zwar eine An- 
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deutung davon, dai die Aschenbestandteile etwas leichter als 
das Mucoid, und dieses wieder leichter als das Konalbumin 
wegzuschaffen ist, es mufi aber doch angenommen werden, da 
keine dieser drei Verunreinigungen nach drei Krystal- 
lisationen mit den gehérigen Waschungen in nennens- 
wertenMengen vorhandenist. Da nichtsdestoweniger 
das gesamte Ausgangsmaterial unserer in den folgen- 
den Abhandlungen beschriebenen Versuche aus Eier- 
albumin dargestellt worden ist, welches wenigstens 
sechsmal krystallisiert ist, so dtrfen wir dasselbe 
als von den hier erwaéhnten Verunreinigungen frei 


ansehen. 


B. Die Reinigung des Eieralbumins von Ammoniumsulfat durch 
Dialyse. 

Nach ausgefiihrter Reinigung des Eieralbumins durch 
Krystallisation war die niéchste Aufgabe die, das anwesende 
Ammoniumsulfat so vollstindig als méglich wegzuschaffen, was 
selbstverstandlich durch Dialyse geschehen mubte. Es erwies 
sich aber als unmdglich, durch einfache Dialyse reinem Wasser 
gegentiber jede Spur der Bestandteile des Ammoniumsulfats, 
besonders des Ammoniaks, zu beseitigen. Dies ist nicht auf- 
fallend, wenn man sich erinnert, daB das Albumin ein ampho- 
terer Korper ist, welcher sowohl saure wie basische Stoffe zu 
binden vermag, und zwar besonders die letzteren, weil beim 
Eieralbumin der saure Charakter der vorherrschende ist. Wir 
haben es unter diesen Umstiinden zweckdienlich gefunden, die 
Dialyse in der Weise zu leiten, daf alle Schwefelsiure ent- 
fernt wird, was leicht zu erreichen ist, wenn man zu ange- 
messenen Zeitpunkten und in angemessenen Zwischenraumen 
der Albuminl6sung ein wenig Ammoniak zugibt, wodurch noch 
am Albumin gebundene Schwefelsiure in Ammoniumsulfat um- 
gewandelt und wegdialysiert wird. Nach vollkommener Be- 
seitigung der Schwefelsiure ist man natiirlich auferstande, 
das Eieralbumin ganz von Ammoniak durch Dialyse zu befreien. 
Das als eine Sdure wirkende Eieralbumin vereinigt sich nim- 
lich mit dem Ammoniak zu einem Ammoniumsalz und nur 
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der Uberschu8 an Ammoniak dialysiert leicht weg, spiter dia- 
lysiert nur das durch die Hydrolyse des Ammoniumsalzes 
freigewordene Ammoniak, und die Menge desselben wird wah- 
rend der Dialyse immer kleiner. Da es nun moglich ist, 
kleine Ammoniakmengen mit ziemlich grofer Genauigkeit zu 
bestimmen, so haben wir bei der Dialyse schlieBlich folgender- 
weise verfahren: 

Erst wird wihrend etwa einer Woche gegen ausgekochtes 
destilliertes Wasser dialysiert, wodurch weit der wesentlichste 
Teil des Ammoniumsulfats entfernt wird. Danach wird der 
Eieralbuminlésung so vieles "/,-Ammoniak zugesetzt, daf sie 
eine schwache, aber deutliche alkalische Reaktion Lackmus- 
papier gegeniiber bekommt, und nun weiter wihrend etwa 
einer Woche gegen ausgekochtes Wasser dialysiert. Um eine 
Verdiinnung der Eieralbuminlésung wihrend der Dialyse zu 
vermeiden, wird dieselbe in einem Apparat vorgenommen, 
welcher es erlaubt, die «Aufenflissigkeit» (das Wasser) unter 
einen solehen Minderdruck zu stellen, daf der osmotische 
Druck der «Innenfliissigkeit» (der Albuminlésung) dadurch aus- 
geglichen wird. Die Behandlung mit "/,-Ammoniak wird zum 
zweiten und, wenn notig, zum dritten Male wiederholt, indem 
die Schwefelsiiure erst dann als vollstandig beseitigt betrachtet 
wird, wenn durch die unten beschriebene Probe (siehe S. 39) 
weder im letzten Dialysat vor dem. Zusatz des Ammoniaks 
noch im ersten Dialysat nach demselben Schwefelsaure 
nachzuweisen ist (vgl. S. 41). Nach dem letzten Ammoniak- 
zusatz wird noch eine Woche gegen ausgekochtes Wasser 
dialysiert, und dann wird die LEieralbuminlésung _filtriert 
und analysiert. Durch diese Analyse wird der Gehalt an 
Proteinstickstoff und an Ammoniakstickstoff ermittelt. Wurd 
nun eine mit dem gefundenen Ammoniak dquivalente Menge 
Schwefelséure (oder einer anderen Sdure) zugesetzt, dann 
hat man eine wohl definierte Eieralbuminlésung, 
deren Konzentration an Proteinstickstoff bekannt ist, 
und die aufer dem Eieralbumin nur eine geringfiigige 
und bekannte Menge Ammoniumsulfats (oder eines an- 
deren Ammoniumsalzes), aber weder Ammoniak noch 
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Schwefelsdure im Uberschuf8 enthalt. Aus einer solchen 
Lésung koénnen natiirlich durch Zusatz passender Mengen von 
Sauren, Salzen oder Ammoniak Eieralbuminlésungen der ver- 
schiedenartigsten, aber doch vollig bekannten Gesamtzusammen- 
setzung hergestellt werden. Die Verteilung der solchermafen 
zugesetzten Stoffe unter den beiden Phasen der Albuminlésung 
aber ist eine ganz andere Frage, womit wir uns an dieser 
Stelle gar nicht beschaftigen wollen (siehe dariiber die Ab- 


handlung II und V). 


a) Der Dialyseapparat. 


Die in Figur 1 abgebildete Dialysierzelle ist der wesent- 
liche Teil des Dialysierapparates. Die Zelle besteht aus einer 


mit zwei Tubus (A und | 
B) versehenen Flasche, 
in deren zugeschliffenen / 


Hals (C) ein hohler, oben 
trichterformiger Stépsel 
(D) genau einpaft. Der 
Stopsel tragt oben als 
Deckel eine kleine Glas- 
glocke und an seinem 
unteren schwach koni- 
schen Teil ein wie ein 
Reagierglas geférmtes 
Kollodiumhautchen (E), 
dessen Darstellung un- 
ten beschrieben wird. 
Wenn der Schliff gut ist 
und das Hautchen am 
Stopsel paBt, dann kann 


man  mittels eines 

schwachen Druckes ge- a, 
gen den St6psel — und 
wenn notig durch Dich- Fig. 1. 


tung mit etwas reinem Vaselin — einen vollstindig luft- 
dichten Verschlu8 aufbringen. 
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Beim Gebrauch der Zelle wird die zu dialysierende, mit 
einem reichlichen Uberschu8 an Toluol gut vermischte Eier- 
albuminlésung durch den Trichter ins Haéutchen gegossen, wih- 
rend ausgekochtes destilliertes Wasser durch B zugeleitet wird, 
wonach die Zelle in den gesamten Dialysierapparat einge- 
schaltet wird. 

Dieses letztere, von welchem Figur 2 eine schematische 
Darstellung gibt, besteht aus 6 Zellen, die nebeneinander in einem 

















































































































































































































Fig. 2. 


mit zerquetschtem Eise gefiillten Zinkkasten angebracht sind, 
der seinerseits im Eisschrank steht. Der Tubus B jeder der 
6 Zellen ist mittels eines mit einem Quetschhahn versehenen 
Kautschukschlauchs mit dem Glasrohr F verbunden, welches 
an den Behiilter G fihrt; dieser Behialter ist im Eisschrank 
angebracht und dient zur Aufbewahrung und Kihlung des zur 
Erneuerung der AuBenfliissigkeit bestimmten ausgekochten 
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Wassers. G kann mittels Rohrleitungen, die durch die Decke 
des Eisschrankes fiihren, aus einem oben auf demselben ge- 
stellten Behialter gefiillt werden. Vom Tubus A fihrt ein mit 
Quetschhahn versehener Kautschukschlauch an die Flasche H, 
welche zum Aufsammeln der benutzten Aufenfliissigkeit dient. 
Jede Zelle hat ihre eigene Sammelflasche, und diese 6 Flaschen 
sind durch Kautschukschlauche, die mit Quetschhahnen ver- 
sehen sind, mit dem gemeinsamen Rohr J verbunden, welches 
seinerseits durch ein T-Rohr auBerhalb des Eisschrankes teils 
zum Druckregulator K fiihrt und teils zu einer an der Figur 
nicht gezeichneten Wasserstrahlpumpe mit angehérigem Mano- 
meter. 

Beim Anfang der Dialyse, nachdem die Zellen, wie oben 
beschrieben, gefiillt und an den Platz gebracht sind, wird die 
Saugpumpe in Gang gesetzt, indem nur die Quetschhéhne 
zwischen der Leitung J und den Flaschen H offen sind. Wenn 
der Druck nach einiger Zeit so weit gefallen ist, daB der Re- 
gulator, welcher gewohnlich auf einem Unterdruck von 24 bis 
25 cm Quecksilber eingestellt ist, in Funktion tritt, dann Offnet 
man vorsichtig die Quetschhéhne zwischen den Flaschen H 
und den Zellen, damit die Aufenfliissigkeit auch unter den 
Minderdruck kommt, wodurch der osmotische Druck der Innen- 
fliissigkeit kompensiert wird. Der Apparat kann jetzt sich 
selbst tiberlassen werden, nur muff die Aufenfliissigkeit zu 
angemessenen Zeitpunkten gewechselt werden, was man einfach 
dadurch bewerkstelligt, daB man den Quetschhahn zwischen 
der Leitung F und der betreffenden Zelle vorsichtig 6ffnet. 
Des vorhandenen Unterdrucks wegen wird dann die Auben- 
fliissigkeit aus der Zelle in H hiniiber gesaugt und durch 
frisches Wasser aus dem Behilter G ersetzt werden. G ist 
mit einer Einteilung versehen, wodurch man die Menge des 
zugelaufenen Wassers beobachten kann. Wenn die Flaschen H 
entleert werden sollen, werden diejenigen Quetschhihne, welche 
sie von den Zellen scheiden, geschlossen, wodurch der Unter- 
druck in den Zellen erhalten wird, und die Quetschhéhne 
werden erst dann wieder gedffnet, wenn in den entleerten 
Flaschen H der Unterdruck wieder hergestellt ist. 
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Die Grdfenverhaltnisse betreffend, haben wir die folgenden 
Dimensionen benutzt: Jedes Kollodiumhautchen halt 200 ccm, 
jede Zelle 600—700 ccm AuBenflissigkeit, H faBt 4 Liter und G 7 
Liter. Die AuSenfliissigkeit wird in 24 Stunden 3mal gewechselt, 
und bei jedem Wechsel Jauft 1 1 Wasser durch jede Zelle. 









Darstellung der Kollodiumhautchen. 





Das von uns fiir die Darstellung der Kollodiumhdutchen 
angewandte Verfahren weicht von den schon bekannten Me- 
thoden zur Darstellung von Kollodiummembranen in einzelnen 
Punkten ab;') es ist im wesentlichen von Herrn J. A. Chri- 
stiansen ausgearbeitet worden. 

Fiir die Darstellung sind nur bestimmte fiir diesen Zweck 
dargestellte Kollodiumsorten zu gebrauchen. Friiher ist das 
von C. A. F. Kahlbaum bezogene «Kollodium zur Herstellung 
von Membranen fiir Dialyse» brauchbar gewesen, seit etwa 
einem Jahr aber ist auch diese Ware nicht zufriedenstellend. 
Wir haben sie dann gereinigt, indem wir sie durch Papier 
filtrierten, in einer grofen Schale mittels eines Heibluftgeblases 
einengten, bis der Ather und der groéBte Teil des Alkohols 
verdampft waren, und schlieBlich den Riickstand mit mehrere 
Male gewechseltem destilliertem Wasser sorgfaltig durch- 
kneteten. Nach Stehenlassen mit Wasser bis zum niachsten 
Tag wurde die ausgeschiedene Kollodiumbaumwolle abfiltriert, 
in der Luft vorgetrocknet und schlieBlich, in Filtrierpapier ein- 
gewickelt, mittels des Heifluftgeblises bis zu konstantem Ge- 
wicht getrocknet. Etwa 30 g der vollsténdig trocknen Kollo- 
diumwolle wurden durch wiederholtes Schiitteln im Laufe einiger 
Tage in einer Mischung von 750 ccm absolutem Alkohol und 
250 cem wasserfreiem Ather gelést. Die solcherweise erhaltene 
Losung ist immer ausgezeichnet brauchbar gewesen, wahrend 
itherreichere Lésungen bisweilen Schwierigkeiten gebracht 
haben, und zwar wahrscheinlich deshalb, weil die Verdampfung 
des Athers wahrend der Darstellung des Hautchens so lebhaft 
gewesen ist, dafi sich Wasser durch die Abkihlung an das 


























') Die friihere Literatur betreffend wird z. B. auf Wo. Ostwald, 
Grundrif’ der Kolloidchemie, zweite Aufl., 1911, S. 12 verwiesen. 
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Hautchen verdichtet, was demselben ein fahles Aussehen ver- 
leiht und bewirkt, dafi seine Durchlassigkeit zu groB wird. 

Als Unterlage bei der Darstellung der Hautchen dient ein 
auswendig mittels Seife gewaschenes und nachher gut abge- 
trocknetes dickwandiges Reagenzglas, welches im Boden ein 
kleines Loch (etwa 2 mm im Diameter) hat.') Dieses Reagenz- 
glas wird an einen Korkpropfen angebracht (aber nicht luft- 
dicht), welches wieder an einer wagerechten Achse sitzt, die 
durch einen Motor in langsame Rotation (40—60 Umdrehungen 
pro Minute) versetzt werden kann. Die Lage dieser Achse 
ist derart in einem Gestell festgespannt, dafi die Achse aus der 
wagerechten Stellung hinausgedreht werden kann. 

Der erste Schritt der Darstellung besteht darin, daf man 
Kollodium auf das untere Ende des schwach geneigten (20 
bis 30°) rotierenden Reagenzglases gieft, um dadurch einer- 
seits das Loch im Boden zu verschliefen und anderseits den 
untersten Teil des Hautchens zu verstirken. Einige Sekunden 
nach dem Aufgiefen wird die Rotation einen Augenblick ein- 
gestellt, damit der Uberschu8 an Kollodium abtropfen kann; 
er wird in einer untergestellten mit einem Trichter versehenen 
Flasche aufgefangen. Nach 6 bis 8 Minuten Rotation wird das 
erste eigentliche Aufgieien vorgenommen, wihrend dessen die 
Achse mit dem Reagierglas rotiert und in schwach geneigter 
Stellung steht. Man giefit das Kollodium in einem diinnen 
Strahl vom oberen bis zum unteren Teil des Glases auf und 
bricht dann das Umdrehen einige Sekunden ab, um dem Uber- 
schu8 des Kollodiums die zum Abtropfen ndtige Zeit zu lassen. 
Dann wird die Achse in wagerechte Stellung gebracht und die 
Rotation 6 bis 8 Minuten fortgesetzt, wonach das Aufgiefen 
wie das erste Mal wiederholt wird. 

Wir haben fiir gew6hnlich in dieser Weise 4 mal aufge- 
gossen, und aufierdem, um den oberen Saum des Hautchens 





') Die Weite des Reagenzglases darf unter keinen Umstanden 
unten gréfer als oben sein und mufs der Gréfe des Stipsels D (siehe 
Fig. 1) in der Weise genau angemessen sein, dafi sie so weit als méglich 
dem Durchmesser des Stépsels mitten am Schliffe gleich ist; gewéhnlich 
gebrauchen wir Reagenzglaser der Gréfe 240 X 44 mm. 

3* 
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zu verstérken, diesem einen Extra-Aufgu8, wahrend das Glas 
in wagerechter Stellung rotierte, gegeben. Nach dem letzten 
AufgieBen wird das Hautchen 11/2 bis 2 Stunden an der Luft 
getrocknet, und zwar so, dafB das Umdrehen in wagerechter 
Stellung jedenfalls wahrend der ersten halben Stunde fortgesetzt 
wird. Mittels eines scharfen Messers wird nun oben am Glas 
und ganz herum ein Ritz ins Kollodium geschnitten, das 
Glas mit Wasser gefiillt und das Ganze in Wasser gestellt, 
wodurch der nach dem Lufttrocknen noch im Hautchen zuriick- 
gebliebene Alkohol herausdiffundiert und durch Wasser ersetzt 
wird. Nach einigen Stunden kann man jetzt eine Luftblase 
unter den oberen Rand des Hiutchens zwischen dieses und 
das Glas hineinbringen und durch vorsichtiges Reiben, am 
besten unter ununterbrochenem Zutrépfeln von Wasser, in eine 
Spirale bis zum Boden des Glases herunterftihren, und dadurch 
das Hiutchen derart losmachen, daf es sich abziehen 1aBt, 
indem Wasser durchs Loch im Boden des Glases hineintritt 
und den Zwischenraum zwischen Glas und Hiautchen ausfiillt. 

Das Hiutchen ist jetzt gebrauchsfertig, es kann aber, 
ohne seine Durchlassigkeit merklich zu andern, in (toluol- 
gesittigtem) Wasser oder in einer Salzlésung in unbegrenzter Zeit 
aufbewahrt werden; trocken darf es aber niemals werden, weil 
die Durchlassigkeit dadurch im wesentlichen verloren geht. 

Wenn das Hiutchen in die Dialysierzelle auf den 
Stdpsel D (Fig. 1) eingesetzt werden soll, wird es erst vorsichtig 
in der Miindung erweitert — wie man den Finger eines Hand- 
schuhes erweitert — entweder mittels des Fingers oder besser 
mittels einer angemessenen Lehre, und dann an den untersten 
geschliffenen Teil des Stépsels hineingeschoben. Hat man das 
Hautchen erst ein paar Millimeter auf den Schliff hineingebracht, 
dann halt man das Ganze derart unter einem trépfelnden 
Wasserhahn, der es befeuchtet, daB das Hiutchen nach vorn 
und nach unten zeigt, und jetzt zieht man das Hautchen an 
sich durch Reibung mit dem Daumen, indem man fiir jeden 
«Griff» das Ganze ein wenig dreht. In dieser Weise lat sich 
das Hiiutchen nach und nach 1 bis 2 Zentimeter tiber den 
unteren Rand des Schliffes heraufziehen; das Anbringen des 
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Hautchens ist aber eine etwas heikle Operation, die aufer 
Vorsicht und Ubung seitens des Arbeitenden noch verlangt, 
dafi die Qualitat des Hautchens gut ist, weil es sonst birst. 

Ist das Hautchen jetzt aufgesetzt, hat man es nebst dem 
Stépsel mit Wasser zu fiillen, und an seinen Platz in der Zelle 
einzusetzen,!) um demnachst, bevor man es in Gebrauch nimmt, 
zu untersuchen, einerseits ob der Apparat dicht und das Haut- 
chen stark genug ist, und anderseits wie weit die Durchlissig- 
keit des Hautchens eine angemessene ist. Das erste priift 
man einfach dadurch, dafi man die Zelle auferhalb und inner- 
halb des Hautchens mit Wasser anfiillt, das Rohr durch den 
Tubus A (Fig. 1) schlieBt und dann vorsichtig und nach und 
nach durch den Tubus B einen etwas gréferen Unterdruck 
wirken lait, als derjenige, bei welchem der Apparat spiater zu 
gebrauchen ist. Ist der Apparat undicht, sodafi sich Luft am 
Stdpsel D hineinsaugt, dann kann diesem Fehler gewohnlich 
durch Dichtung mittels etwas Vaselin abgeholfen werden; ist 
das Hautchen derart undicht, daf sowohl Wasser als Luft sich 
durchsaugen lassen, dann ist es wegzuwerfen; ist es zu schwach, 
zerspringt es wahrend der Probe. 

Die Durchlassigkeit des Héutchens hiangt teils von seiner 
Wandstarke, teils von der Trocknungszeit zwischen den ein- 
zelnen BegieBungen bei der Darstellung, besonders aber von 
der Zeit zwischen der letzten Begiefiung und der Anbringung 
in Wasser ab, und sie ist um so geringer, je langer die 
Trockenzeit gewesen ist. 

Die Probe ist die folgende: 

Die Zelle wird mit einer ammoniumsulfathaltigen Eier- 
albuminlésung als Innenfliissigkeit und reinem Wasser als Aufen- 
fliissigkeit beschickt und sodann wahrend 24 Stunden bei dem- 





1) Dieses [aft sich bisweilen ohne Schwierigkeit bewerkstelligen, 
gewohnlich ist aber der Durchmesser des Hautchens so grof, dafi das 
folgende Verfahren eingeschlagen werden mufs: Wie oben wird das Hautchen 
mit Wasser gefiillt und dessen unteres Ende in die Offmung der Zelle 
angebracht. Indem man das Hautchen mit der linken Hand stiitzt, hebt 
man das Ganze ein wenig vom Tisch, worauf es steht, und laft es dann 
fallen. Nach einigen Malen Wiederholung sinkt das wassergefillte Hautchen 
wegen seines Gewichts an seinen Platz hinunter. 
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jenigen Minderdruck, welcher spater zu gebrauchen ist, hinge- 
stellt. 

Am niachsten Tage wird die Aufenfltissigkeit mit reinem 
Wasser gewechselt, was die zwei nachfolgenden Tage wieder- 
holt wird, die 3 Dialysate werden jedes fiir sich analysiert, 
und die Durchlassigkeit des Hautchens wird fiir passend 
erachtet, wenn das Ammoniumsulfat so leicht durchgegangen 
ist, daB im dritten Dialysat nur verhéltnismahig wenig Schwefel- 
siiure nachzuweisen ist, und das Eieralbumin sich hdchstens 
in Spuren in den Dialysaten vorfindet. Die Priifung auf Eier- 
albumin macht man in 100 cem des Dialysats durch Zuftigung 
von 10 cem "/1-Essigsiure und 10 ccm "/1-Natriumacetat mit 
nachfolgendem halbstiindigem Erhitzen auf dem Wasserbade. 
Entsteht mehr als ein ganz unbedeutender Niederschlag bei 
dieser Behandlung, ist das Hautchen zu verwerfen. Die Probe 
ist sehr fein, indem Kontrollversuche gezeigt haben, daB selbst 
so kleine Eieralbuminmengen, wie diejenigen, die 0,1 bis 0,2 mg 
Proteinstickstoff entsprechen, in dieser Weise eine schwache 
Opalescenz und einen bleibenden Schaum geben. Es kommt 
bisweilen vor, daB ein Hautchen in den ersten 24 Stunden ein 
wenig Albumin durchgehen lat, aber diese Durchlassigkeit 
wihrend der Probe verloren geht; ein solches Hiéutchen ist 
natiirlich vollends brauchbar. Ist eine Dialysierzelle einmal 
probiert und in Ordnung, dann kann sie jahrelang gebraucht 
werden, nur mu$ man dafiir Sorge tragen, daf sie nach jedem 
Gebrauch gut gereinigt wird, da$ sie nie trocken wird, und 
dafi sie, um steril zu bleiben, in toluolgesittigtem Wasser oder 
gesittigter Ammoniumsulfatlésung und damit gefiillt aufbe- 
wahrt wird. 





Der oben beschriebene Dialysierapparat kann mit Vorteil 
Verwendung finden, nicht nur fiir die hier erwahnten Versuche, 
sondern auch bei jeder Dialyse, bei welcher eine zu starke 
Verdiinnung der zu dialysierenden Fliissigkeit unerwiinscht ist. 
Da es ein Leichtes ist, durch ein abgeindertes Darstellungs- 
verfahren den Hautchen eine abgednderte Durchlassigkeit zu 
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erteilen, so wird es méglich sein, den Apparat bei der Dialyse 
der verschiedenartigsten Lisungen zu verwenden, indem man 
die Durchlissigkeit nach den jedesmal gestellten Forderungen 
abmift. So haben wir ihn zur Reinigung einer Reihe Enzym- 
lo6sungen benutzt, wodurch wir nicht nur das Wegschaffen der 
Salze, Aminosaduren usw., sondern auch eine bedeutende Kon- 
zentrierung der Enzymlésungen erreicht haben. 


b) Priifung auf Schwefelsdure. 


Prifung im Dialysat. Zu 11 Dialysat wird 2 cem "/1- 
Natriumacetatlésung und 2 ccm 2/1-Essigséure zugesetzt, worauf 
im Vakuum in einem wohlgereinigten Kolben, der mit einem 
ausgekochten Korkpropf und gutgereinigten Glasréhren montiert 
ist, eingedamp/ft wird. Die wihrend des Einengens durch das 
Kapillarrohr eintretende Luft passiert zuerst eine kleine Wasch- 
flasche mit Natriumhydroxydlésung, um von schwefliger Saure 
befreit zu werden. Nach Einengung bis auf einige wenige 
Kubikzentimeter wird durch ein kleines, gut ausgewaschenes 
Filter in einem Reagenzglas filtriert und der Kolben und das 
Filter mit reinem Wasser gewaschen, sodaf das gesamte 
Volumen des Filtrats etwa 15 cem betrigt. Hierzu wird unter 
gutem Schiitteln 5 Tropfen 2 n-Baryumchloridlésung gegeben, 
und die dadurch eventuell entstehende Triibung mit der Triibung 
einer Reihe gleichzeitig zubereiteter Kontrollésungen verglichen. 
Jede Kontroll6sung enthalt 2 ccm "/1-Natriumacetatlésung +- 
2 ccm Kssigsiure -+- a cem "/100-Schwefelsdéure +- (11 ~ a) 


ccm Wasser nebst 5 Tropfen Baryumchloridlésung; a variiert 
von 0 bis 2. 

Priifung in der Kieralbuminlésung. 50 ccm Eier- 
albuminlésung werden mit 200—300 ccm Wasser vermischt und 
unter gutem Schiitteln mit 2 ccm "/1-Natriumhydroxydlésung 
versetzt. Nach Stehenlassen 1/2 Stunde bei Zimmertemperatur 
wird 4 ccm "/1-Essigsdure zugegeben und dann unter gutem 
und wiederholtem Schiitteln durch Erhitzung auf siedendem 
Wasserbade in 3/4 Stunde das Albumin zum Koagulieren gebracht. 
Der Niederschlag wird auf einem gut gewaschenen Filter ab- 
filtriert und einige Male mit Wasser gewaschen, wonach Filtrat 
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und Waschwasser im Vakuum eingedampft und ganz wie oben 
behandelt wird. 

Kontrollversuche, die teils an reinem Wasser und teils 
an einer Eieralbuminlésung, die durch langdauernde Dialyse, 
wahrend welcher Ammoniak mehrere Male zugegeben wurde, 
vollstandig von Schwefelsaéure befreit war, ausgefiihrt waren, 
haben uns gezeigt, dai die Grenze der Empfindlichkeit des 
hier beschriebenen Verfahrens bei 0,2 bis 0,3 cem ®/100-Schwe- 
felséure liegt, indem kleinere Schwefelsiuremengen nicht mit 
Sicherheit nachzuweisen sind. Weiter haben wir gefunden, 
dafi die (quantitative) Schatzung der vorhandenen Menge 
Schwefelsiure mittels des oben beschriebenen Vergleichs 
zwischen der zu untersuchenden Probe und den Kontroll- 
lésungen von bekanntem Sduregehalt sich bei Mengen von 
0,2 bis 2 cem ®/100-Schwefelsdure einigermafen genau gestaltet, 
wihrend Mengen von 2—4 ccm den Vergleich unsicherer und 
groBere Mengen ihn beinahe unmdglich machen. 

Diese Kontrollversuche erlauben uns den Schlu8 zu sicheo, 
daf Dialysate oder Eieralbuminlésungen, die bei der Schwefel- 
sdureprobe eine klare Losung geben oder eine Unklarheit 
zeigen, die kleiner ist als diejenige einer Kontrolldsung mit 
0,3 ccm "/:00-Schwefelsdéure, entweder schwefelsdurefrei sind 
oder jedenfalls in der zur Probe verwendeten Menge hochstens 
0,3 cem "/100-Schwefelsdure enthalten. 


c) Verlauf der Dialyse. 


Zum besseren Verstindnis des Dialysierprozesses sollen 
die Einzelheiten eines der Versuche, dessen ganzer Verlauf 
durch quantitative Bestimmungen in den Dialysaten verfolgt 
wurde, hier angefiihrt werden. 

610 g toluolhaltige Eieralbuminlésung mit einer 12,6 g 
Proteinstickstoff entsprechenden Menge Eieralbumin und einem 
16,204 g Ammoniakstickstoff entsprechenden Gehalt an Ammo- 
niumsulfat wurden am 11./9. 1914 in die 6 Zellen des Appa- 
rates verteilt, wodurch die Hautchen halb voll wurden. Die 
Oberflachen der Innenfliissigkeit wurden mit Toluol tiberschichtet. 
Das gesammelte erste Dialysat, d. h. die Dialysate von den 
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ersten 3 Auswechslungen (11./9.—12./9.) wog 19130 g. Der 
Ammoniakgehalt wurde so genau wie méglich in 3 abgewogenen 
Proben jede von 30g bestimmt; das gesamte Dialysat ent- 
hielt 14,912 g Ammoniakstickstoff oder 92,03°/o der ganzen 
Menge. Das zweite, dritte und vierte Dialysat wurden in der- 
selben Weise behandelt; die folgenden Dialysate wurden 
gemessen, und das Ammoniak aus aliquoten Teilen abdestilliert 
und nach NeBSler bestimmt (siehe S. 65); das Resultat war 
folgendes: 





| Gehalt anAmmoniak- 

















Gewicht oder stickstoff 

Volumen lin Jo d. Ges.- 

des Dialysats} in g | ammoniak- 

| stickstoffs 
Erstes Dialysat (11./9.—12./9.) . .| 19130 g 14,912 92,03 
Zweites > (12./9.—13./9.) . .| 17370 » 1,015 6,26 
Drittes > (13,/9.—14./9.) . . | 17850 » 0,137 0,85 
Viertes > (14./9.—15./9.) . . | 17700 > 0,044 0,27 
Funftes » (15./9.—16./9.) . . | 17730 ccm 0,0226 0,14 
Sechstes > (16./9.—17./9.) . .| 17770 » 0,0111 0,07 
Siebentes > (17./9.—18./9.) . .| 18140 » 0,0096 0,06 
Achtes > (18./9.—19./9.) . .| 16220 >» 0,0050 0,03 
Zusammen . . | | 16,1563 | 99,71 


Im achten Dialysat wurde auferdem der Schwefelsdure- 
gehalt bestimmt, und es wurde gefunden, dafi 11 Dialysat 
1,2 ccm "/100-Schwefelsaure enthielt. 

Am 19./9, nahmen wir den Apparat auseinander, indem 
der Unterdruck in den Zellen beibehalten wurde, entleerten 
den Inhalt der Zellen mittels eines als Heber wirkenden gut 
ausgekochten Kautschukschlauchs in eine Flasche und gaben 
ihm demniachst nach und nach unter gutem Schiitteln so viel 
Ammoniak zu, daf die Reaktion der Flissigkeit gegen Lackmus- 
papier schwach, aber deutlich alkalisch wurde (23,2 cem "/1- 
Ammoniak war notwendig). Nach erneutem Schiitteln wurde 
die Eieralbuminlésung wieder in die Hautchen gebracht, der 
Trichter mit ein wenig ausgekochtem Wasser gespiilt, ein wenig 
Toluol zugegeben, und die Dialyse fortgesetzt. 
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Im folgenden (neunten) Dialysat wurde nicht nur — was 
zu erwarten war — mehr Ammoniak als im achten gefunden, 
sondern auch mehr Schwefelsaure, und zwar im ganzen 0,0154 g 
Ammoniakstickstoff und in 1 1 etwa 6 ccm "/,,,-Schwefelsaure; 
schon im nachstfolgenden (zehnten) Dialysat aber fanden sich 
nur im ganzen 0,0066 g Ammoniakstickstoff und in 1 1 0,6 ccm 
N/ oo chwefelsaure. 

Die Dialyse wurde jetzt bis zum 30./9. fortgesetzt und 
wihrend dieser Zeit nahm der Gehalt des Dialysats an Am- 
moniak ganz langsam von 0,0066 bis zu 0,0041 g Ammoniak- 
stickstoff ab. Schwefelsdure war nur in den Dialysaten der 
ersten Tage nachweisbar, in denjenigen der spateren da- 
gegen nicht. 

Am 30./9. wurde der Apparat wieder auseinander ge- 
nommen, Ammoniak wie oben zugegeben, bis die Kieralbumin- 
lésung schwach, aber deutlich alkalisch gegen Lackmuspapier 
reagierte (gebraucht 5 ccm ®/,-Ammoniak) und die Dialyse 
wieder bis zum 7./10. fortgesetzt. Der Gehalt an Ammoniak- 
stickstoff der Dialysate dieser Periode fiel gleichmiéSig von 
0,0126 g bis 0,0052 g. 11 des Dialysates des ersten Tages 
(30./9.—1./10.) enthielt 0,4 ccm ®/,,,-Schwefelsiure, in den 
spiteren Dialysen war Schwefelsiure nicht nachzuweisen. 

Die Dialyse wurde am 7./10. abgebrochen und die Hiaut- 
chen wurden entleert; trotz dem angewandten Minderdruck 
(25 cm Quecksilber) hatte das Volumen der Eieralbuminlésung 
sich bedeutend vergrdBert, indem die Innenfliissigkeiten die 
Hiiutchen fiillten und in die Trichter hinauf standen; das Ge- 
samtvolumen betrug etwas mehr als 1400 ccm. In 50ccm 
der Eieralbuminlésung war Schwefelsaure nicht nach- 
zuweisen. 100 ccm der Lésung enthielten 837,6 mg Protein- 
stickstoff und 23,0 mg Ammoniakstickstoff. 

Aus diesem typischen Beispiel des Verlaufes einer Dia- 
lyse ist erstens zu ersehen, dafi weitaus der wesentlichste Teil 
des Ammoniumsulfats sehr schnell hinausdialysiert, zweitens 
aber auch, daf es sehr schwierig, wahrscheinlich sogar un- 
moglich sein wird, die letzten Spuren der beiden Bestandteile 
zu entfernen, selbst durch langwierige Dialyse. Es ist ebenfalls 
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zu ersehen, daf die Zufiigung des Ammoniaks zu der Kier- 
albuminlésung die Schwefelséiuremenge im Dialysate vergréBert 
(die ersten Ammoniakzugaben von 1,2 bis 6 ccm "/,,,.-Schwefel- 
sdure, die letztere von 0 bis 0,4 ccm). Da ein Ammoniak- 
zusatz den osmotischen Druck der Albuminlésung bedeutend 
vergrOBert, so ist ein Minderdruck von 25 cm Quecksilber 
nicht gro{ genug, um eine Verdiinnung der Innenfliissigkeit 
vollig zu hindern. Diesem Mangel kann indessen zum Teil 
dadurch abgeholfen werden, daB die Dialyse noch linger als 
in dem oben beschriebenen Beispiel fortgesetzt wird, indem 
das Ammoniak nach und nach, aber in allmiahlich abnehmenden 
Mengen wegdialysiert, was den osmotischen Druck der Eier- 
albuminlosung verringert, so da eine entsprechende Weg- 
saugung von Wasser vor sich geht; um das zu erreichen, muh 
man aber noch Wochen hindurch die Dialyse fortsetzen. 


d) Wird das Eieralbumin wahrend der Dialyse 
verandert? 

Unter den Faktoren, welche gewohnlich und mit Recht 
als von Bedeutung fiir die Eigenschaften einer kolloiden Losung 
genannt werden, sind das Alter und die Vorgeschichte der- 
selben. Da es unmittelbar einleuchtend ist, daB Untersuchungen 
wie diejenigen, von welchen in dieser und den folgenden Ab- 
handlungen die Rede sein wird, nur von wenig Nutzen sein 
wiirden, falls die Eigenschaften des Ausgangsmaterials, der 
Eieralbuminlésung, sich wéhrend der Aufbewahrung dnderten, 
so haben wir immer gesucht soweit als moglich darzutun, 
daf unsere Eieralbuminlésungen keinerlei Verinderungen leiden, 
wenn sie mit der notwendigen Sorgfalt aufbewahrt und be- 
handelt werden. Wir haben dann gefunden, daf die wich- 
tigste Quelle der Umwandlungen von Eieralbuminlésungen in 
der Wirksamkeit der Mikroorganismen zu suchen ist. Ver- 
hindert man diese Wirksamkeit durch reichliche Anwendung 
von Toluol, oft wiederholtes Umschiitteln und Aufbewahrung 
der Lésungen in Eis in einem Eisschrank, dann ist es mdéglich, 
die urspriinglichen und fir das betreffende Albumin 
charakteristischen Eigenschaften einer Eieralbumin- 
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l6sung unverdndert nach Monaten zu bewahren. Auch wiah- 
rend der Dialyse verandert sich das Eieralbumin nicht, sofern 
die obengenannten Vorsichtsmabregeln beobachtet werden. 
Dieses zeigt sich am deutlichsten — wie es in der Abhand- 
lung V des niheren erértert wird — dadurch, daf der osmo- 
tische Druck einer dialysierten und nachher mit Ammonium- 
sulfat versetzten Eieralbuminlésung und der einer nicht dialy- 
sierten mit demselben Ammoniumsulfatgehalt unter iibrigens 
denselben Umstinden ganz derselbe ist. Und eben durch die 
Messung des osmotischen Druckes ist eine angefangene, ganz 
geringfiigige Spaltung scharf und sicher nachzuweisen. 

Wir haben auch untersucht, ob eine der charakteristischen 
Eigenschaften einer Eieralbuminlésung, und zwar die Fahigkeit, 
sich durch Zugabe von Ammoniumsulfat krystallinisch auszu- 
scheiden, wahrend der Dialyse veradndert wird. Es hat sich 
dabei herausgestellt, daf eine in normaler Weise dialysierte 
Eieralbuminlésung durch Zusatz von etwas Ammoniumsulfat 
und ein wenig Impfmaterial sehr nahe eben so vollstiindig wie 
eine nicht dialysierte auskrystallisiert. Nicht krystallisierbares 
Albumin ist somit wahrend der Dialyse nicht in nennenswerten 
Mengen gebildet worden. Auf der anderen Seite, wenn es 
sich ereignet, dafi eine Eieralbuminldsung wegen wenig sorg- 
filtiger Behandlung, z. B. Stehenlassen wihrend einiger Tage 
bei Zimmertemperatur ohne wesentlichen Gehalt an Ammonium- 
sulfat oder an Toluol, durch Faulnisbakterien angegriffen wird, 
was sich immer nach Austreibung des Toluols mittels eines 
Wasserstoffstroms durch den Geruch verrat, dann wird ein 
wesentlicher Teil des krystallisierbaren Albumins in nicht 
krystallisierbares umgewandelt worden sein, auch wenn die 
Spaltung nur so weit vorgeschritten ist, daf nicht mehr als ganz 
unbedeutende Mengen des Proteinstoffs in nicht koagulier- 
bare Koérper verwandelt worden sind. Die Umbildung des kry- 
stallisierbaren in nicht krystallisierbares Albumin scheint demnach 
das erste Stadium des Abbaus desselben zu reprasentieren. *) 


‘) Es wiirde somit naheliegend sein, das Konalbumin des natir- 
lichen Eiweifies als ein Abbauprodukt des krystallisierbaren Eieralbumins, 
das 6fters «<Ovalbumin» genannt wird, zu betrachten. Daf frischgelegte 
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SchlieBlich fiihren wir ein paar Versuche zur naheren 
Beleuchtung des hier Erwahnten an: 


120 ccm einer dialysierten, vom Uberschuf an Toluol abfiltrierten, 
aber noch stark nach Toluol riechenden Eieralbuminliésung mit im ganzen 
4,1752 g Proteinstickstoff wurden mit 66,5 ccm gesidttigter Ammonium- 
sulfatlésung und 5 Tropfen Impfmaterial versetzt. Die Krystallisation ver- 
lief in normaler Weise, und die Krystalle zeigten unter dem Mikroskop 
das gewohnliche Aussehen. Nach Stehenlassen bei Zimmertemperatur 
wihrend 8 Tage unter gutem Umschiitteln wurde filtriert und das Filtrat 
analysiert, Es hatte eine dem p,, = 4,86 entsprechende Wasserstoff- 


ionenkonzentration und enthielt per 100 g Wasser 0,667 g Eihydrat und 
27,122 g Ammoniumsulfat. 

Mittels der in der Abhandlung IV mitgeteilten Untersuchungen lift 
sich nun schitzen (vgl. friiher S. 26), daf ein Filtrat, welches von einer 
8 taigigen Krystallisation herrithrt, eine dem > = 4,86 entsprechende 


Wasserstoffionenkonzentration hat und per 100 g Wasser 27,122 g Am- 
moniumsulfat enthalt, etwa 0,570 g krystallisierbares Eihydrat auf 100 g 
Wasser enthalten muf. 

Der Unterschied zwischen dem solcherweise eingeschatzten und 
dem gefundenen Gehalt an Eihydrat betragt nur 0,097 g und mag, wenigstens 
zum Teil, von Unterschiedlichkeiten in den Krystallisationsbedingungen 
und damit in der Krystallisationsgeschwindigkeit herriihren. Gesetzt aber, 
dafs der ganze Unterschied auf die Bildung nichtkrystallisierbaren Albumins 
beruht, ergibt eine einfache Rechnung, dafs die Menge von diesem nur 
etwa '/2%/o der ganzen urspriinglich in Lésung anwesenden Menge Eier- 
albumins ausmacht. Wir glauben uns deshalb berechtigt zu sagen, dafs die 
Menge des wihrend der Dialyse gebildeten Eieralbumins ganz belanglos ist. 

Vollstandigkeitshalber soll zugefiigt werden, dah nicht koagu- 
lierbare Proteinstoffe im Filtrat nicht nachgewiesen werden konnten, 
und daf die urspriingliche Lisung nach Austreibung des Toluols durch 
Wasserstoffdurchleitung ganz geruchlos war. 

Ganz anders stellte sich die Sache mit einer anderen Probe dia- 
lysierter Eieralbuminlésung, welche nach Austreibung des Toluols einen 
deutlichen, wenn auch sehr schwachen faulen Geruch hatte. In einem 
Krystallisationsversuch, ahnlich dem oben beschriebenen, wurde ge- 
funden, dafi diese Lisung nach 14 Tagen Stehenlassen bei Zimmer- 
temperatur ein Filtrat gab, dessen Wasserstoffionenkonzentration dem Pi 


== 4,99 entsprach und welches auf 100 g Wasser 1,539 g Eihydrat und 
30,859 g Ammoniumsulfat enthielt. 





Eier eine bessere Ausbeute an krystallisiertem Eieralbumin geben als 
solche, die langere Zeit hindurch aufbewahrt gewesen, wiirde damit auch 
in gutem Einklang stehen. 
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Da nun die Schatzung ergab, dafi ein solches Filtrat auf 100g 
Wasser etwa 0,140 g krystallisierbares Eihydrat enthalten mufite, so war 
demnach die Menge von nicht krystallisierbarem Albumin auf 100 g Wasser 
hier ungefaihr 1,453 g. Daraus lief sich leicht berechnen, daf in diesem 
Falle sich gegen 27°/o der ganzen urspriinglichen Proteinmenge in nicht 
krystallisierbares Albumin umgewandelt hatte. 

Des weiteren enthielt das Filtrat nicht koagulierbare Protein- 
stoffe in einer Menge, die 2,7 mg Stickstoff per 100 g Wasser entsprach, 
also zwar nicht grofe, aber doch sicher nachweisbare Quantititen. 

Noch soll hier zugefiigt werden, dafs wir auf die in der Abhand- 
lung II beschriebene Weise einige Bestimmungen der Sdurebindungs- 
fahigkeit dieser Probe von dialysiertem Eieralbumin ausgefiihrt haben, 
und gefunden, dafi diese Fahigkeit, wie es zu erwarten stand, merklich 
grofer als die normale war (siehe tibrigens Abhandlung II). 

Ein anderer Krystallisationsversuch wurde mit derselben Probe 
dialysierten Eieralbumins vorgenommen, nachdem das Toluol mittels 
Wasserstoffdurchleitung ausgetrieben worden war, und hat sehr nahe 
dasselbe Resultat wie der erstere gegeben. 


C. Die Proportionalitatsmethode. 


Wenn man eine Ejieralbuminlésung mit Ammoniumsulfat 
fallt, den auskrystallisierten Niederschlag nach dem Verlauf 
einiger Tage abfiltriert, und abgewogene Teile sowohl vom 
Filtrat als auch von dem Niederschlag mit anhéngender Mutter- 
Jauge analysiert, dann kann man aus den Analysenresultaten 
gewisse Schlufsitze, die Zusammensetzung des Niederschlags 
betreffend, ziehen, indem man von der Voraussetzung ausgeht, 
daB die den Niederschlag umgebende Mutterlauge und das 
Filtrat beide dieselbe Zusammensetzung besitzen. ') 

Findet man naémlich, daB das Verhialtnis zwischen den 
Gewichten des Ammoniumsulfats und des Wassers fiir das 
Filtrat und fiir die Krystalle mit anhaftender Mutterlauge das- 
selbe ist, dann kann der Schlufsatz gezogen werden, daf ent- 
weder die Krystalle kein Wasser und kein Ammoniumsulfat 


1) Damit diese Voraussetzung stichhaltig sein kann, muf man bei 
der praktischen Ausfiihrung eines solchen Versuches gewisse Vorsichts- 
mafregeln innehalten, so z. B. muf man die Filtrierung solchermafen 
einrichten, dafi Verdampfung von Wasser ausgeschlossen ist, und den 
zuerst durchlaufenden Teil des Filtrats wegwerfen, weil dieser, der Ad- 
sorptionsfahigkeit des Filtrierpapiers wegen, eine andere Zusammensetzung 
als der Hauptteil haben kann. (Siehe tibrigens Abhandlung III.) 
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enthalten, oder sie enthalten die beiden im selbigen Verhiltnis, 
wie sie in der Mutterlauge vorhanden sind. Ergeben dagegen 
die Analysen, dafi das Ammoniumsulfat im Filtrate in einem 
anderen Verhaltnis zum Wasser als in den Krystallen mit 
umgebender Mutterlauge steht, und zwar z. B. so, dab der 
Niederschlag mit Mutterlauge fiir eine gegebene Menge Ammo- 
niumsulfat mehr Wasser als das Filtrat enthalt, dann wird das 
bedeuten, dafi die Krystalle Wasser enthalten, Auber diesem 
Uberschu8 an Wasser kénnen die Krystalle auch in diesem 
Falle Ammoniumsulfat und Wasser in demselben Verhiltnis 
enthalten, in welchem diese beiden Stoffe im Filtrat auftreten. 
Die Anwendung dieses Prinzips, fiir welche wir den Namen 
«die Proportionalitétsmethode» benutzen, kann in mehreren 
Fallen von Nutzen sein; wir wollen ihr in diesem Abschnitte 
etwas niher treten, indem wir vorlaufig iibersichtlichkeitshalber 
unsere Betrachtungen auf das oben skizzierte Beispiel begrenzen. 

Wir schicken die Bemerkung voraus, dafi eine solche 
Analyse sogleich zeigt, dafi das auskrystallisierte Eieralbumin 
bedeutende Mengen von Wasser enthilt.!) Ob die Krystalle 
auBerdem noch Ammoniumsulfat plus Wasser in demselben 
Verhialtnis enthalten, in welchem diese K6rper im Filtrat vor- 
kommen, lassen wir vorlaufig beiseite. 

Bezeichnet man den Inhalt von 

Ammoniakstickstoff in 100 g Filtrat mit a, 


> > 100» Niederschlag mit a, 
Proteinstickstoff >» 100 > Filtrat mit py 
> >» 100 > Niederschlag p, 


1) Die Gréfe der hier in Rede stehenden Wassermenge betreffend, 
bemerken wir hier nur, indem wir mit Bezug auf die Einzelheiten auf die 
Abhandlung III verwiesen, dafs — wiéhrend reines eingetrocknetes oder 
koaguliertes Eieralbumin nach Thomas B. Osborne und George 
F. Campbell (Journ. Americ. Chem. Soc., Bd. 22, S. 440 [1900}) 15,51 °/o 
Stickstoff enthalt, und dafi also der Faktor, mit welchem der Proteinstick- 
stoff zu multiplizieren ist, um das Gewicht des Albumins zu erhalten, 
gleich 6,45 ist —, wir gefunden haben, dafi man das Gewicht des kry- 
stallisierten wasserhaltigen Eieralbumins durch Multiplizieren 
des Proteinstickstoffes mit einem Faktor = 7,86 bekommt, und dafi die 
auf 1 g Eieralbumin kommende Wassermenge demnach 0,22 g ist. 
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und nennt man den Faktor, mit welchem man den Protein- 
stickstoff zu multiplizieren hat, um das Gewicht von wasser- 
haltigem Eieralbumin, «Eihydrat», zu bekommen, x, dann wird 
100 g Filtrat aus 
.,° 4,7163 
P,* x » Eihydrat*) und 


Ammoniumsulfat, ‘) 


ag 


-x) » Wasser 


(100 + a, - 4,7163 + p, 


bestehen. 
100 g Niederschlag (mit anhaftender Mutterlauge) wird 


in Analogie hiermit 
a: 4,7163 g Ammoniumsulfat, 


px » Eihydrat und 
(100 — a: 4.7163 — .* x) » Wasser 


enthalten. 
Mit Bezug auf das Proportionalitétsprinzip mu man jetzt 


haben: 
a. 4.7163 ; i 4.7163 


100 =a, -4,7163p,-x 100 





woraus man erhialt 
100 (a,+a,) 
ae ak (1) 
; " ) 


Die Formel (1) ist berechnet, und hat somit nur Giiltig- 
keit unter der Voraussetzung, daB das auskrystallisierte Kihydrat 
nur Wasser, aber kein Ammoniumsulfat enthalt. Wir werden 
jetzt die Sachlage fiir den Fall untersuchen, daf das aus- 
krystallisierte Eihydrat auBer Wasser noch Ammoniumsulfat 


') 4,7163 ist derjenige Faktor, mit welchem der Ammoniakstick- 
stoff zu multiplizieren ist, um das entsprechende Gewicht an Ammonium- 


sulfat zu geben. 

*) Wir sind hier davon ausgegangen, dafs die in der Mutterlauge 
vorhandene geringe Menge Eihydrat dieselbe Zusammensetzung hat wie 
die ausgeschiedenen Krystalle. Diese Voraussetzung ist wahrscheinlich 
nicht ganz stichhaltig, da aber der Gehalt der Mutterlauge an Eihydrat 
gewohnlich nur einen kleinen Bruchteil von dem des Niederschlags aus- 
macht, so wird der eventuelle Fehler belanglos sein. 
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und Wasser in demselben Verhaltnis wie die Mutterlauge 
enthalt. 

Wir benutzen dieselben Bezeichnungen wie oben, soda 
x denjenigen Faktor bezeichnet, mit welchem der Protein- 
stickstoff multipliziert werden mu8, um das Gewicht des aus- 
krystallisierten Eihydrats minus das in demselben eingehende 
Ammoniumsulfat zu geben; y ist der Faktor, welcher durch 
Multiplizieren des Proteinstickstoffes das Gewicht des in das 
Eihydrat eingetretenen Ammoniumsulfats gibt, und z bedeutet 
den Faktor, womit der Proteinstickstoff zu multiplizieren ist, 
wenn man das gesamte Gewicht des krystallisierten Eihydrats 
zu kennen wiinscht. Man hat also: : 


2=x+y (2) 
100g Filtrat enthalten demnach 
(a, - 4,7163 +B, y) g Ammoniumsulfat, 
pp » Eihydrat (wasserhaltiges und ammo- 


niumsulfathaltiges) und 
(100 ~ a. 4,7163 +- a Y>P,-e * Wasser. 
100 g Niederschlag (mit anhaftender Mutterlauge) ent- 


halten 
(a, - 4,7163 - P. y) g Ammoniumsulfat, 


Pp. -+z » Eihydrat (wasserhaltiges und ammo- 
. niumsulfathaltiges) und 


100 - a: 4,7163 -+- toe Wasser. 
Zufolge des Proportionalitaétsprinzipes muB jetzt 
a. 4,7163 =p. -y a, + 4,7163 -—p, -y 
100 a, -4,7163 + p,-y=p,-2 ~ 100 = a, -4,7163 + p-y+p, +2 








welche Gleichung durch eine einfache Rechnung die folgende 
gibt: 
100 (a, a) 100 (p> P,) 


b 
a ee ee 
a,*Pp+ a, + Pe 4,7163 (a, Pi> 4, P,) 





Die Gleichung (3) hat demnach die Form 
Z=r+s-y (4) 
wo die Werte der Koeffizienten r und s aus der Gleichung (3) 
hervorgehen. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CIII. 4 
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Gleichung (4) ist, weil mit zwei Unbekannten, unbestimmt, 

und jeder willkirliche Wert des y gibt einen entsprechenden 
Wert des z; wird y gleich 0 gesetzt, fallen die Gleichungen 
(3) und (4) mit (1) zusammen, derart, dai man in diesem Falle 
Zz = r= x bekommt, was auch zu erwarten war. 

Da die Analysenresultate eines einzelnen Versuches nur 
die Berechnung der Koeffizienten r und s erlauben, so ist es 
nicht moglich, durch einen Versuch die beiden unbekannten z 
und y der Gleichung (4) zu bestimmen, und es gibt Fille, wo 
dieser Weg nicht weiter fiihrt, und wo man zu Uberlegungen 
ganz anderer Art, auf welche wir hier nicht eingehen kénnen, 
greifen muf. Sehr oft aber kann man doch auch schon durch 
die Anwendung des Proportionalitaétsprinzipes einen annahern- 
den Wert von y erhalten, und da diese Grofe sehr klein ist 
und s.y gewohnlich nur ein Korrektionsglied reprisentiert, 
so kann es haufig gelingen, einen sehr nahe richtigen Wert 
von z zu finden. Dies wird der Fall sein, wenn es sich z. B. 
herausstellt, da’ zwei in derselben Weise angestellte Ver- 
suche, wo nur die angewandten Ammoniumsulfatkonzentrationen 
ein wenig verschieden sind, verschiedene Werte sowohl fiir r 
(r, undr,) als auch fiir s (s, und s,) geben. Setzen wir jetzt 
voraus, dali z und y in beiden Versuchen denselben Wert 
besitzen, dann bekommt man, dab 


5 mT, -t. s-y = 1% + s,-y und 
yoo 6) 


Dieser Wert von y ist natiirlich nur ein anndhernder, 
er wird aber ungefiahr der richtige sein fiir einen Versuch, 
dessen Ammoniumsulfatkonzentration in der Mitte derjenigen 
der beiden genannten Versuche liegt. Ist y gefunden, dann 
kann z berechnet werden und damit auch x, da z=x-++ y. 

Betrachten wir jetzt die in den Gleichungen (3) und (4) 
eingehenden Koeffizienten, r und s, etwas naher: 


100 (aa, ) 100 (p, P,) 
’ o = =; . . 
4,7163 (a, oa, - P,) 
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Mit Bezug auf den Nenner dieser Koeffizienten wird a, 
(unter solchen Umstanden wie denjenigen, die wir hier betrachten) 
immer gréfer als a, sein, und da p, immer im Verhiltnis 
zu p, sehr klein sein wird, so kann man das Gilied a, . p, sehr 
haufig ganz vernachlissigen. Jedenfalls ist die GréBe des 
Nenners so gut als ausschlieflich durch das Glied a,.p, be- 
stimmt. Der Koeffizient r kann demnach in reduzierter, aber 
annahernd richtiger Form folgendermafen geschrieben werden: 

ot Oy 
a Py P, * 

Aus der in dieser Weise geschriebenen Formel ersieht 
man, dai ein Fehler in der Bestimmung von p, mit seinem 
ganzen Gewicht, aber auch nicht mit mehr, wirken wird, und 
daB demgemaf ein solcher Fehler von 1°/o dem Werte von r 
einen Fehler von ebenfalls 1°/o beibringen wird. 

Was a, und a, betrifft, ersieht man, dal, wenn die pro- 
zentischen Fehler dieser beiden Grofen gleich grof und gleich- 
gerichtet sind, sie sich gegenseitig aufheben. Ist dagegen 
die eine, aber nicht die andere dieser Gréfen mit einem Fehler 
behaftet, dann wird die Wirkung desselben in Abhiingigkeit 


a 

der Grobe = vervielfaltigt. Ist z.B. diese Gréfe = ca. 0,8, was 
f 

oft vorkommen kann, dann ersieht man leicht, daf ein Fehler 


von 1°/oo im Werte des a, (nicht aber in dem des a,) eine 


‘ a 
viermal so grofe Anderung der Differenz (1 ~ = welche ja 


f 

ungefahr gleich 0,2 wird, hervorbringen, und deshalb den Wert 
des r mit einem Fehler von 4°/oo belasten mufi. Man mubf 
es sich deshalb sehr angelegen sein lassen, dariiber genau zu 
wachen, dafi die Ammoniakbestimmungen im Niederschlag und 
im Filtrat zur gleichen Zeit und in ganz gleicher Weise aus- 
gefiihrt werden, damit man rechnen darf, dai die mdglichen 
Fehlerquellen einen gleich grofen Einflu8 auf beide geiibt 
haben (siehe iibrigens Abschnitt D, S. 57). 

Wenn man im Nenner des Koeffizienten s das Glied 
a,-p, und im Ziahler das Glied p,, welches p, gegeniiber ver- 


schwindend klein ist, weg wirft, dann kann man schreiben: 
4* 
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ee 100 
~ 4,7163 a.-P, ———-4,7163 a. 


und man ersieht, daB s nur von a, abhangig ist. 

Da nun 4,7163-a, ein Ausdruck fiir die in 100 g des 
Filtrats vorhandene Menge Ammoniumsulfat ist, wird demzu- 
folge s der Faktor sein, mit welchem das Gewicht des Ammo- 
niumsulfats zu multiplizieren ist, um das Gewicht des ent- 
sprechenden Filtrats zu geben. 

Da weiter y der Faktor ist, womit man den Protein- 
stickstoff multiplizieren mu’, um die Menge des im entspre- 
chenden Eihydrat eingetretenen Ammoniumsulfats zu erhalten, 
so ist s- y derjenige Faktor, welcher, mit dem Proteinstickstoff 
multipliziert, die in der demselben entsprechenden Menge Ei- 
hydrats enthaltene Filtratmenge gibt. Man sieht somit, da 
die rechte Seite der Gleichung 

z=r+s-y 

rein formell betrachtet, aus zwei Gliedern besteht, von 
welchen das erstere, r, wenn der Proteinstickstoff damit multi- 
pliziert wird, das Gewicht des Eieralbumins nebst dem darin 
eingehenden iiberschiissigen Wasser gibt, wahrend das letztere, 
S-y, wie oben auseinandergesetzt, denjenigen Faktor darstellt, 
mittels dessen man durch Multiplizieren des Proteinstickstoffes 
das Gewicht des im Eihydrat eingetretenen Filtrats erhalt. Wir 
haben bei diesen Betrachtungen iiber s die fir p, = 0 geltende 
Formel benutzt; es ist aber leicht einzusehen, da auch, 
wenn p, von meSbarer GrdBe ist, a, so lange den alles iiber- 
wiegenden Einflu8 auf den Wert von s behilt, als p, mit p, 
verglichen, klein ist. Die von dem Grenzfall p, = 0 abge- 
leiteten Uberlegungen haben dann auch in solchen Fiillen 
Giiltigkeit. 

Es ist bisher immer die Voraussetzung gewesen, daB das 
Eihydrat die beiden Bestandteile des Ammoniumsulfats in 
fiquivalenten Mengen aufgenommen hat; dieses wird aber nur 
in speziellen Fallen stattfinden. Die oben entwickelten Formeln 
sind aber, wenn die Bedeutung der Faktoren x und y ein 
wenig abgeiindert wird, auch dann zu gebrauchen, wenn 
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Ammoniak und Schwefelsiure in nicht aquivalenten Mengen 
gebunden sind. 

Wir wollen zuerst den Fall betrachten, wo die Aqui- 
valentkonzentration der gebundenen Schwefelsiure gréf8er ist 
als die des gebundenen Ammoniaks (was bei Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen, welche gréfer als 10—20 - 10=® sind 
(s. Abhandlung II], eintritt). Die ganze Menge gebundenes 
Ammoniak kann hier als Sulfat, ganz wie in den Berechnungen 
oben, betrachtet werden, wahrend der «Uberschu8» an Schwefel- 
séure wie gebundenes Wasser in Rechnung gefiihrt wird. 
Demnach wird x in diesem Falle der Faktor sein, welcher, 
mit dem Proteinstickstoff als zweitem Faktor multipliziert, als 
Produkt das Gewicht des wasserhaltigen Eihydrats plus iiber- 
schiissiger Schwefelsiiure gibt. Ist nun ein UberschuB von q 
eem /1-Schwefelséure') an ein Grammaquivalent Proteinstick- 
stoff gebunden, dann bedeutet dieses, dafi 14,01 g Protein- 
stickstoff q < 0,04904 g Schwefelséure gebunden halten. Der 


Proteinstickstoff mit —_— q = 0,0035 q multipliziert gibt 


demnach das Gewicht der gebundenen iiberschiissigen Schwefel- 
sdure, und derjenige Faktor, mit welchem der Proteinstickstoff 
zu multiplizieren ist, um das Gewicht des wasserhaltigen aber 
ammoniak- und schwefelsaurefreien Eieralbumins zu geben, wird 
gleich x + 0,0035 q sein. 

In dem Falle, daB mehr Ammoniak als Schwefelsdure 
gebunden — dieses trifft bei Wasserstoffionenkonzentrationen 
niedriger als 10—20-10-® zu — und — wie in den oben- 
stehenden Formeln vorausgesetzt — das gesamte gebundene 
Ammoniak als Ammoniumsulfat berechnet ist, gibt die Berech- 
nung einen zu hohen Wert von y und einen zu niedrigen Wert 
von x, indem ein Gewicht Wasser gleich dem Gewicht der 
dem iiberschiissigen Ammoniak dquivalenten Schwefelsaure- 
menge wie am Proteinstoff gebundenes Ammoniumsulfat ge- 
rechnet ist. Bindet nun ein Grammaquivalent Proteinstickstoff 
einen Uberschu8 von m ccm /1-Ammoniak, dann ist das Ge- 


!) Das Verfahren bei der Bestimmung des Uberschusses an Schwefel- 
sdure bezw. Ammoniak wird in der folgenden Abhandlung II beschrieben. 
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wicht der damit dquivalenten Menge Schwefelsiure gleich 
m - 0,04904 g, und der Faktor, womit der Proteinstickstoff multi- 
pliziert werden mu, um dieses Gewicht zu geben, wird gleich 

_ 0,04904 


14,01 
x als auch y korrigiert werden, und der Faktor, welcher durch 


Multiplizieren des Proteinstickstoffes das Gewicht des wasser- 
haltigen, aber ammoniak- und schwefelsiurefreien 
Albumins gibt, wird gleich x ++ 0,0035-m werden, wihrend 
derjenige Faktor, womit man den Proteinstickstoff multiplizieren 
mu8, um das Gewicht des gebundenen Ammoniumsulfats nebst 
dem Uberschu8 an Ammoniak zu bekommen, gleich y = 0,0035 - m 
wird. Wird endlich danach gefragt, wie dieser letztere Faktor 
zu teilen ist, wenn man den Gehalt sowohl an gebundenem 
Ammoniumsulfat als auch an tiberschiissigem Ammoniak be- 
rechnen will, dann findet man in ganz ahnlicher Weise wie 
oben, dafi m ccm "/:1-Ammoniak m - 0,017034 g Ammoniak 
enthalt, weshalb man das Gewicht des iiberschiissigen gebun- 
denen Ammoniaks durch Multiplizieren des Proteinstickstoffs 


= 0,0012-m bekommt, und der Faktor, mit 


= 0,0035-m sein. In diesem Falle mu’ sowohl 


-0,017034 


14,01 
welchem der Proteinstickstoff multipliziert werden mui, um 


das Gewicht des gebundenen Ammoniumsulfats zu geben, wird 
demzufolge y —0,0035 - m+0,0012 -m = y + 0,0047 - m sein. 
Tabelle 2. 


mit m 


Durch Multiplizieren des Proteinstickstoffs 


Das Eieralbumin enthalt | mit dem untenstehenden Faktor bekommt man 
das Gewicht an 


auf ein Gramm- 
wasserhaltigem tiber- | 


aiquivalent Proteinstick- aber schwefel- | gebundenem | schiissiger a cas 
stoff Soe o| Ammonium- — " |gebundenem 


niakfreiem Eier- If A cae 
albumin sulfat siure mmonia 








Keinen Uberschuf weder 
an Schwefelsiure noch | 
an Ammoniak . 


q Kubikzentimeter tiber- 
schiissige ®/1-Schwe- 
felsiure . . . . .|x—+0,0035q 





m Kubikzentimeter iiber- 
schiissiges ®/:-Ammo- | 
miak . .. . . .)x-+-0,0035 m! y~ 0,0047 m 

















oo 
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Man ist somit immer imstande, x und y wie oben ange- 
geben zu berechnen, und z ist in allen Fallen gleich x + y, 
die Bedeutung aber von x und y ist in den verschiedenen 
Fallen verschieden; die Tabelle 2 gibt dariiber eine Ubersicht. 


Wir haben in den vorstehenden Entwicklungen stets ein 
ganz bestimmtes Beispiel und zwar die Auskrystallisation des 
Kihydrats durch Zusatz von Ammoniumsulfat vor Augen gehabt; 
die Proportionalitiitsmethode lift sich aber auf mannigfaltige 
andere Falle anwenden. 

So haben wir, wenn auch vorlaufig nur bei vereinzelten 
Versuchen, die Methode bei Untersuchungen iiber die Zu- 
sammensetzung des durch Erhitzen koagulierten Eieralbumins 
benutzt. Wenn niimlich 100 g einer ammoniumsulfathaltigen 
Eieralbuminl6sung vor der Koagulation p, g Proteinstoff und 


a, g Ammoniakstickstoff enthalten, und wenn die Lésung dem- 


nichst in solcher Weise zum Koagulieren gebracht wird, dal 
dadurch kein Wasser und kein Ammoniak verloren geht, dann 
wird die koagulierte Mischung natiirlich ebenfalls p, g Protein- 


stickstoff und a, g Ammoniakstickstoff in 100 g enthalten. Wird 


jetzt das koagulierte Eieralbumin abfiltriert, und hat die Ana- 
lyse des Filtrats ergeben, daB 100g desselben p, g Protein- 
stickstoff und a, g Ammoniakstickstoff enthalten, dann ist es ein 
Leichtes einzusehen, dafi man mittels dieser Analysen ganz die- 
selben Formeln wie in dem oben ausfiihrlich behandelten Bei- 
spiel ableiten kann. 

Nicht weniger interessant sind die Anwendungen, welcher 
die Proportionalitatsmethode beim Studium der kolloiden 
Losung an sich fahig ist. Behandelt man z. B. eine ammo- 
niumchloridhaltige, aber sonst reine Eieralbuminlésung mit 
einem Uberschu8 von festem Ammoniumchlorid, dann wird das 
Albumin nicht gefallt, sondern es stellt sich ein Gleichgewicht 
zwischen den beiden Phasen der kolloiden Lésung ein, und 
es wird dann mOglich sein, mittels der Proportionalitétsmethode 
SchluBsatze tiber die Zusammensetzung der dispersen Phase 
zu ziehen. Dem «<Filtrat» entspricht hier das Dispersionsmittel, 
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d. h. eine bei der Versuchstemperatur gesattigte Loésung von 
Ammoniumchlorid, dessen Zusammensetzung leicht zu ermitteln 
ist. Dem «Niederschlag mit anhaftender Mutterlauge» ent- 
spricht die disperse Phase mit umgebendem Dispersionsmittel, 
somit die kolloide Lésung selbst, dessen Analyse nach dem 
Abfiltrieren des tiberschiissigen Ammoniumchlorids unter an- 
gemessenen VorsichtsmaBbregeln sich bewerkstelligen lait. Bei 
derartigen Versuchen, die wir iibrigens noch keine Gelegen- 
heit auszufiihren gehabt haben, kann man natiirlich nicht das 
Ammoniumsulfat gebrauchen, weil das Albumin durch Sattigung 
seiner Lésung mit diesem Salz vdllig ausgefallt wird. 

Weit mehr leistungsfahig wird jedoch die Methode durch 
die Kinschiebung einer halbdurchliassigen Wand zwischen die 
kolloide Losung und das Dispersionsmittel. In dieser Form 
haben wir die Methode bei sehr vielen in der Abhandlung V 
beschriebenen Versuchen benutzt, bei welchen die betreffende 
kolloide Lésung, meistens eine ammoniumsulfathaltige Eier- 
albuminlosung, in einem Kollodiumhautchen angebracht war, 
welches seinerseits in eine der Zusammensetzung der Albumin- 
losung angemessene Ammoniumsulfatl6sung aufgehangt wurde. 
Der Versuch wurde angestellt in der Weise, dai die Albumin- 
lésung, die <Innenfliissigkeit», mit einem Druck belastet wurde, 
welcher den osmotischen Druck derselben kompensierte, und 
das Hautchen wurde bei konstanter Temperatur mehrere Tage 
hindurch in der Ammoniumsulfatlésung, der «Aufenflissigkeit», 
belassen, um ein vollstindiges Diffusionsgleichgewicht zwischen 
Innen- und Aufenfliissigkeit herzustellen. Sodann wurde so- 
wohl die Innen- als die Aufenfliissigkeit analysiert und die durch 
die Analyse erhaltenen Resultate nach der Proportionalitats- 
methode bearbeitet, indem hier die Au8enfliissigkeit dem Filtrat 
und die Innenfliissigkeit dem «Niederschlag mit anhaftender 
Mutterlauge» entsprach. 

Es kann kaum in Zweifel gezogen werden, dab die Methode 
in dieser Gestalt bei der Untersuchung der verschiedenartigsten 
kolloiden Lésungen gute Dienste leisten kann, und es ist wahr- 
scheinlich, dafi man auf diesem Wege wertvolle Aufschliisse tiber 
die Beschaffenheit der dispersen Phase erlangen kann. 
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Ganz besonders aber darf man wohl hoffen, in dieser 
Weise Aufschliisse dariiber zu bekommen, welchen Einflub 
eine Anderung der Zusammensetzung des Dispersionsmittels 
auf die Zusammensetzung der dispersen Phase ausiibt. 





D. Stickstoffbestimmungsmethoden. 


Schon die vorhergegangenen Abschnitte zeigen, daB die 
quantitative Behandlung der in den gegenwartigen Abhand- 
lungen gestellten Fragen ganz wesentlich auf Bestimmungen 
des Protein- und Ammoniakstickstoffes in den zu untersuchenden 
Lésungen oder Mischungen von Krystallen und Mutterlauge 
fuBen. Von weniger wesentlicher Bedeutung ist die Bestimmung 
des von nicht koagulierbaren Proteinstoffen herriihrenden Stick- 
stoffs, weil diese Bestimmung gewohnlich nur den Zweck hat, 
die Abwesenheit dergleichen Stoffe festzustellen. 

Wir haben, wie es sich von selbst ergibt, auf jegliche 
Weise die méglichst grofe absolute Genauigkeit bei diesen 
Bestimmungen angestrebt, nicht weniger aber sind unsere Be- 
strebungen bei solchen Analysen, wo das von Belang sein 
konnte, auf die Erreichung derselben relativen Genauig- 
keit gerichtet gewesen. Schon im vorigen Abschnitt ist bei 
der Erwaéhnung der Bestimmung der Faktoren x, y und z 
mittels der Proportionalitéitsmethode bemerkt worden, dab es 
bei Untersuchungen dieser Art von gréfter Bedeutung ist, dab 
die Ammoniakstickstoffbestimmungen im «Filtrat» und im 
«Niederschlag mit anhaftender Mutterlauge» oder in der «Innen- 
und Aufenfliissigkeit» mit demselben prozentischen Fehler 
behaftet sind. Wir sind deshalb bei solchen Analysen immer 
bemiiht gewesen, durch vollstindig gleichartige Behandlung der 
beiden vorliegenden Losungen denselben Grad der Genauigkeit 
zu erreichen. Nehmen wir zum besseren Verstindnis ein be- 
stimmtes Beispiel: Bei der Analyse der ammoniumsulfat- und 
proteinhaltigen Innenfliissigkeit und der entsprechenden, aber 
proteinfreien Aufentfliissigkeit haben wir solche Mengen der 
Lésungen in Arbeit genommen, daf der Gehalt an Ammoniak- 
stickstoff in den Proben der beiden Lisungen so nahe wie 
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moglich dergleiche war, und sodann alle Proben ganz gleich 
behandelt. Wie wir nach Zusatz von Essigsaéure und Natrium- 
acetat (siehe S. 59) die Innenfliissigkeit, um das Eieralbumin 
auszukoagulieren, erhitzt haben, so haben wir auch die Aufen- 
fliissigkeit in derselben Weise behandelt und sie ebenso lange 
erhitzt, und zwar auch dann, wenn kein Niederschlag entstand. 
Wir haben alle Proben zur gleichen Zeit durch Filter derselben 
Art und Grofe filtriert, so wie die Niederschlége der Innen- 
fliissigkeit und die leeren Filter der Aufenfliissigkeit gleichzeitig 
und mit derselben Menge Wasser ausgewaschen. Schlieflich 
haben wir beim Abdestillieren des Ammoniaks und bei der 
nachfolgenden Titrierung wechselweise Proben von der Aufen- 
und der Innenfliissigkeit behandelt. Wir meinen hierdurch er- 
reicht zu haben, daf die eventuellen Fehlerquellen soweit wie 
miglich bei den Analysen beider Lésungen dieselbe Rolle 
spielen, welches nach dem friiher Entwickelten von wesent- 
licher Bedeutung ist. (Vgl. auch S. 70.) 

Da etwa 20 mg diejenige Stickstoffmenge ist, welche die 
genaueste Kjeldahl-Bestimmung gibt, so haben wir, soweit 
es anging, die zum Analysieren abgewogenen Proben der Innen- 
fliissigkeiten oder der gelésten Niederschlage von einer solchen 
Gréfe genommen, daf der Proteinstickstoff 15—20 mg betrug. 
Der Ammoniakgehalt des vom auskoagulierten Albumin abge- 
laufenen Filtrats war infolgedessen bisweilen sehr groB, _bis- 
weilen ganz klein, und er wurde deshalb je nachdem in ver- 
schiedener Weise ermittelt. Wenn sehr wenig Ammoniak vor- 
handen war, dann wurde der Ammoniakstickstoff in einer 
groBeren Portion bestimmt, dessen Albumingehalt fiir die 
Kjeldahlbestimmung zu grof war; neben dieser Bestimmung 
wurde der Totalstickstoff in kleineren Proben nach Kjeldahl 
ermittelt, und der Unterschied zwischen dem Total- und dem 
Ammoniakstickstoff gab dann den Proteinstickstoff. 

Unten geben wir eine detaillierte Beschreibung des in 
den verschiedenen Fallen befolgten Verfahrens, und schlieBlich 
soll eine Reihe Kontrollversuche, welche wir zur Beleuchtung 
der Genauigkeit unserer Methoden gemacht haben, Erwahnung 
finden. 
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a) Bestimmung des Totalstickstoffs. 


Eine gemessene oder gewogene Menge der zu analy- 
sierenden Loésung wird in einem langhalsigen Jena-Kolben 
(250 ccm) nebst 20 ccm konzentrierter Schwefelsiure, 5 g 
Kaliumsulfat und einem Stiickchen Kupferdraht (etwa 50 mg), 
tiber einen guten Argandschen Brenner, anfinglich, bis das 
Wasser verdampft ist, vorsichtig, spiiter stirker erhitzt, so 
dab die Fliissigkeit immer auf dem Siedepunkte oder demselben 
sehr nahe ist. Man erhitzt — unter wiederholtem Schiitteln, 
um alle verkohlten Partikeln in die Fliissigkeit zu bringen und 
volistindig aufzuschlieBen —, bis die Flissigkeit rein hellgriin 
ist (2—4 Stunden) und danach noch weiter 5 Stunden lang. 
Sodann oxydiert man die noch siedend heife Fliissigkeit durch 
Einstreuen von 3 mal einem Spatelvoll trockenes Kalium- 
permanganatpulver, indem der Kolben nach jedem Spatelvoll gut 
geschiittelt wird. Nach Abkiihlung zu Zimmertemperatur wird 
der Kolbeninhalt mit Wasser verdiinnt, und das Ammoniak in 
gewohnlicher Weise abdestilliert. 

Als «Kontrolle» dienen Versuche mit denselben Mengen 
der angewandten Reagentien, wozu statt der zu analysierenden 
Lésung 5 Tropfen einer 10°/oigen Rohrzuckerlésung gegeben 
werden. Diese «Kontrollen» werden gleichzeitig mit den eigent- 
lichen Analysen erhitzt und auf ganz dieselbe Weise destilliert. 


b) Bestimmung des Stickstoffs der anwesenden 
koagulierbaren Proteinstoffe. 
Man mift oder wiegt die zu analysierende Fliissigkeit in 


einem kleinen Erlenmeyer-Kolben (150 ccm) ab, gibt 10 ccm 
n/;-Essigsaure, 10 ccm "/1-Natriumacetatlésung!) zu und fiillt 





') Soll der Ammoniakstickstoff des Filtrats ermittelt werden, dann 
gibt man, vor der Koagulation, um eine etwaige Verfliichtigung des Am- 
moniaks wahrend des Erhitzens zu verhiiten, nur 10 ccm /:-Essig- 
siure und 2 ccm :-Natriumacetatlésung nebst Wasser zu, und 
die fehlenden 8ccm /:-Natriumacetatlésung werden — um 
Infektion vorzubeugen — erst am Tage vor dem Filtrieren zu- 
gesetzt. Bei der von dem Puffergemisch <10 ccm 4/1-Essigsiure — 10 ccm 
n/1-Natriumacetatlésung» bedingten Wasserstoffionenkonzentration scheidet 
sich das koagulierte Eieralbumin vollstindig aus. 
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mit Wasser bis auf etwa 100 ccm auf, wonach man auf dem 
siedenden Wasserbade !/2 Stunde unter wiederholtem Schiitteln 
erhitzt, was das Albumin zum Auskoagulieren bringt. 

Nach Abkihlung') wird durch ein so weit wie mdglich 
stickstofffreies, mittels warmen Wassers ausgewaschenes Filter 
(wir benutzen die Marke: «C. Schleicher & Schiill Nr. 589>, 
12}/2 cm) filtriert, und der Niederschlag griindlich mit warmem 
Wasser gewaschen. Danach wird das Filter mit dem Nieder- 
schlag in den AufschlieBungskolben hineingebracht und wie 
unter a) beschrieben behandelt, indem man zuerst den beim 
Filtrieren und Koagulieren benutzten Trichter und Kolben mit 
der zur AufschlieBung bestimmten Schwefelsadure abspiilt. 

Als «Kontrolle» dienen dahnliche blinde Versuche wie die 
unter a) beschriebenen, nur wird nicht Rohrzucker, sondern 
ein Filter zugegeben, welches von gleicher Art und Gréf8e und 
in derselben Weise wie bei den eigentlichen Analysen ac, 


und behandelt worden ist. 


c) Bestimmung des Stickstoffs der anwesenden nicht 
koagulierbaren Proteinstoffe. 


Von stickstoffhaltigen Verbindungen enthalt das von 
koaguliertem Proteinstoff befreite Filtrat?) die gegenwirtigen 
Ammoniumsalze nebst méglicherweise nicht koagulierbaren und 
in alkalischer Flissigkeit nicht fliichtigen K6rpern. Diese 
letzteren werden unter dem Namen «nicht koagulierbare Protein- 
stoffe» zusammengefaft und deren Menge wird dadurch bestimmt, 
daf man das Ammoniak aus alkalischer Fliissigkeit abdestilliert 
und im Riickstand den Stickstoff nach Kjeldahl! bestimmt. 

Das gesamte Filtrat vom koagulierten Proteinstoff oder 


*) wenn der warme Kolben nach der Koagulation mit einer Glas- 
platte bedeckt wird, kann man ihn ohne Schaden viele Tage vor dem 
Filtrieren stehen lassen. 

*) Das Filtrat wird sich gewohnlich nur wenige Tage von Schimmel- 
pilzen frei halten kiénnen. Da es indessen bei grofen Versuchsreihen oft 
notwendig wird, Filtrate langere Zeit hindurch aufbewahren zu kénnen, 
so haben wir immer sofort nach dem Filtrieren 20 ccm 2 n-Schwefel- 
siure zu jedem Filtrat zugegeben; es laft sich dann lange 


unverandert aufheben. 
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ein aliquoter Teil desselben wird in einem geraéumigen Kolben 
mit ein wenig Phenolphthalein und der zur Freimachung alles 
Ammoniaks notwendigen Menge 2 n-Natronlésung versetzt, wo- 
nach das Ammoniak im Vakuum bei einer Temperatur von 30° 
abdestilliert wird. Nachdem man fast zur Trockenheit einge- 
dampft hat, nimmt man den Riickstand wieder in Wasser auf, 
und die Lésung muB jetzt stark alkalisch reagieren, wenn nicht, 
ist mehr Natronlésung zuzufiigen. Nach guter Abspiilung 
simtlicher Teile des Eindampfungsapparates wird wieder wie 
das erste Mal fast zur Trockenheit verdampft; schlieBlich wird 
diese Operation zum dritten und bei ammoniumsulfatreichen 
Filtraten noch zum vierten Mal wiederholt. Der solcherweise 
erhaltene vollig ammoniakfreie Riickstand wird mittels még- 
lichst wenig Wassers in einen der gewohnlichen AufschlieBungs- 
kolben gebracht, konzentrierte Schwefelsdure zuerst bis zu 
saurer Reaktion vorsichtig zugefiigt und danach noch weiter 
10 cem. Nach Verdampfung des gegenwartigen Wassers wird 
die Stickstoffbestimmung wie unter a) beschrieben durchgefithrt, 
jedoch ohne Oxydieren mit Kaliumpermanganat. 

Versuche, bei welchen reines Wasser oder eine Ammo- 
niumsulfatldsung angemessener Starke, wie oben beschrieben, 
mit denselben Mengen derselben Natronlésung, die bei den 
eigentlichen Analysen gebraucht wurden, eingedampft wird, 
dienen als «Kontrolle». In dem erhaltenen Riickstand bestimmt 
man den Stickstoff zu gleicher Zeit und in derselben Weise 
wie in den Analysen. 


d) Bestimmung des Ammoniakstickstoffs, wenn mehr 
als 50 mg vorhanden ist. 


Das mit 20 ccm 2 n-Schwefelsiure versetzte (s. oben 
5. 60, Anm.) Filtrat und Waschwasser vom auskoagulierten 
Eieralbumin, zusammen etwa 500 ccm, wird in einen gewogenen 
Literkolben gebracht, mit Wasser zur Marke aufgefiillt und 
gewogen. Von dieser LOsung wiegt man zum mindesten 3 gleich 
groBe Proben, jede etwa 20 mg Ammoniakstickstoff enthaltend, 
ab. Aus diesen Proben destilliert man mittels Natronlauge 
das Ammoniak in eine mit etwa "/7-Salzsaure beschickte Vor- 
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lage ab und titriert die iberschiissige Salzséure jodometrisch ') 
mittels etwa ®/,,0:-Thiosulfatl6sung in der iiblichen Weise. 

Gleichzeitig mit den Proben destilliert man in derselben 
Weise zwecks Festlegung des Titers der Thiosulfatlésung 
wenigstens 3 gewogene Proben einer Lésung von reinem, bei 
70° im Vakuum getrocknetem Ammoniumsulfat, welches somit 
die Urtitersubstanz aller Analysen wird. Auch die Gréfe 
dieser Proben wird derart bemessen, dafii jede etwa 20 mg 
Stickstoff enthalt, und zu jeder Probe werden dieselben Mengen 
von Essigsdure, Natriumacetat und Schwefelsiure gegeben, 
wie diejenige, die in den Analysen vorhanden sind. Als «Kon- 
trolles> sowohl fiir die «<Analyse-Proben» als auch fiir die 
«Einstellungsproben>» destilliert man reines Wasser, zu welchem 
man dieselben Mengen samtlicher Reagentien gefiigt hat, wie 
zu den Analysen. 

Die bei der Destillation angewandte Wassermenge wird 
so bemessen, dai das Gesamtvolumen 300—325 ccm wird, 
und hierzu gibt man 25 cem starke Natronlauge. Das Destillat 
wird in 15 ccm etwa /7-Salzséure aufgefangen, und es wird 
so viel abdestiliert (etwa 150—180 ccm), daB man nach dem 
Titrieren ein Totalvolumen von etwa 200 ccm hat. 

Um weiter nach Moglichkeit eventuelle Fehlerquellen un- 
schidlich zu machen, sind die Destillationen immer in nach- 
stehender Reihenfolge ausgefiihrt worden; zuerst wird der 
Destillationsapparat reinigungshalber ausgedampft, indem 
man ohne Kihlwasser reines, mit ein wenig Natronlauge ver- 
setztes Wasser destilliert. Sodann destilliert man die «Kon- 
trolle>. Die nachste Destillation gilt einer Ammoniumsulfat- 
lésung mit annaéherungsweise derselben Menge Ammoniak wie 
die zu untersuchenden Proben, und dann erst geht man zur 
Destillation der «Analysen» — und der «Einstellungs-Proben» 
iiber. Der Zweck dieser «vorbereitenden» Destillation, bei 
welcher die gewohnlichen 15 ccm "/7-Salzsaure vorgelegt sind, 
ist derjenige den Destillationsapparat vor der ersten Destillation 


') Beziiglich der Prinzipe der jodometrischen Sduretitrierung wird 
auf R. Koefoed, Comptes-rendus des travaux du Laboratoire de Carls- 
berg, Bd. 10, S. 52 (1911) verwiesen. 
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genau in den gleichen Stand wie nach derselben, das heift 
vor der zweiten Destillation, zu bringen. Es hat sich namlich 
herausgestellt, dab, auch wenn das Volumen bei der Destillation 
innerhalb der genannten Grenzen gehalten und das Destillieren 
so weit wie oben angegeben getrieben wird, kleine, aber durch 
die Nefler-Probe sicher nachweisbare Ammoniakmengen 
im Destillierapparat zuriickgehalten werden. Es ist mit Riick- 
sicht hierauf, daf die oben genannte vorbereitende Destillation 
notwendig wird, damit man sicher sein kann, dai samtliche 
Proben, sowohl die der «Analyse» als auch die der «Kinstellung» 
unter genau denselben Bedingungen destilliert werden, und 
daB demgemaf eventuelle Fehler die Analysen und die Ein- 
stellung des Thiosulfats gleichmafBig beeinflussen und sich des- 
halb gegenseitig aufheben. 


e) Bestimmung des Ammoniakstickstoffs, wenn 
25—50O mg vorhanden sind. 


Filtrat und Waschwasser werden in einem Mefkolben 
bis auf 500 ccm aufgefiillt, gut durchgeschiittelt und dann 
mittels eines 250 ccm-Mefkolbens in zwei ungefahr gleiche 
Teile geteilt. Jeder dieser Teile wird getrennt destilliert und 
titriert, indem jeder der Mefkolben mit 50—75 ccm Wasser 
nachgespiilt wird. Der Gehalt des Filtrats an Ammoniak- 
stickstoff wird demnach als die Summe der beiden 
Titrierungen erhalten. Ubrigens ist das Verfahren ganz 
wie unter d) beschrieben, nur wahlt man natiirlich den Ammo- 
niakgehalt der «<EKinstellungsproben» dem Gehalt der einen 
Halfte des Filtrats einigermaBen gleich. 


f) Bestimmung des Ammoniakstickstoffs, wenn 
10— 25 mg vorhanden sind. 


In diesem Fall muf das Volumen des Filtrats nach Zu- 
satz der 20 ccm 2 n-Schwefelsdéure etwa 300 ccm ausmachen, 
und das gesamte Filtrat wird auf einmal destilliert, indem man 
mit 25—30 ccm Wasser nachspiilt. Die «Einstellungsproben» 
erhalten eine Ammoniakmenge gleich derjenigen des Gesamt- 
filtrats, iibrigens verfahrt man wie oben beschrieben. 
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g) Bestimmung des Ammoniakstickstoffs, wenn 
weniger als 10 mg vorhanden ist. 


Je kleiner der Gehalt des Filtrats an Ammoniak ist, um 
so gréBer ist die Rolle, die die obengenannte Fehlerquelle, 
Zuriickhalten von ganz kleinen Ammoniakmengen sowohl im 
Destillationskolben als auch im Wasch- und Kiihlapparat, spielt, 
und zwar weil man selbstverstandlich nicht damit rechnen 
darf, daB diese kleinen Mengen gleich grof sind, auch nicht 
dann, wenn gleich grofe Mengen von Ammoniak abzudestillieren 
sind und die Destillation das eine wie das andere Mal so weit 
als irgend mdglich in derselben Weise geleitet wird. Hierzu 
kommt noch auferdem, da’ es, wenn sehr ammoniumsulfat- 
arme Albuminlésungen zu verarbeiten sind, notwendig wird, 
da8 man ziemlich reichlich bemessene Mengen der Lésung zur 
Analyse nimmt, weil die zur Bestimmung kommende Ammoniak- 
menge sonst zu winzig wird.!) Wegen der groBen Menge von 
Eieralbumin mu dann vor der Koagulation etwas mehr Wasser 
als gewohnlich (150—200 ccm) zugesetzt werden und aus dem- 
selben Grund muf mehr Wasser beim Auswaschen’ benutzt 
werden. Der Rauminhalt des Filtrats wird deshalb so grof, 
da8 das Ammoniak sich kaum durch eine einfache Destillation 
so vollstindig abtreiben laft, daf man von der oben genannten 
Fehlerquelle absehen darf. In diesem Falle kommt deshalb 
ein etwas umstandlicheres Verfahren zur Verwendung. 

Das auskoagulierte Albumin wird wie iiblich abfiltriert 
und gewaschen, wenn aber das gesamte Volumen von Filtrat 
und Waschwasser 500 ccm erreicht hat (Filtrat I), dann wird 
der Niederschlag — falls wesentlich gréfSer als gewohnlich — 
aus dem Filter genommen und mit warmem Wasser in einer 
Schale gut ausgeriihrt, wonach er wieder auf den Filter gebracht 
und mit warmem Wasser gewaschen wird, bis dieses zweite 
Filtrat (Filtrat If), welches getrennt gesammelt wird, 300 ccm 
ausmacht. Das ganze Filtrat I wird auf einmal destilliert (es 





') In solchen Fallen wird der Proteinstoff als der Unterschied 
zwischen dem Gesamtstickstoff (in besonderen Proben nach [a] bestimmt) 
und dem Ammoniakstickstoff bestimmt. 
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wird mit 25—30 ccm Wasser nachgespiilt), das Ammoniak in 
etwa "/ss-Salzsiure aufgefangen und der Uberschuf der Salz- 
siure jodometrisch mittels etwa ®/79.95-Thiosulfats zuriicktitriert. 
Die Destillation wird iibrigens nach d) ausgefiihrt; nachdem 
aber diese erste Destillation, bei welcher so gut wie alles 
Ammoniak tibergeht, zu Ende gebracht ist, wird ein langhalsiger 
mit 5 cem "/7-Salzséure beschickter 200 ccm Mefkolben als 
Vorlage eingeschaltet und die Destillation fortgesetzt, bis das 
Destillat den MeSkolben zur Marke fiillt. Der Ammoniakgehalt 
dieses zweiten Destillats wird durch Zugabe von 5 ccm /5- 
Natronlésung nebst 2 ccm alkalischer Kaliumquecksilberjodid- 
lésung!) kolorimetrisch nach NeBler bestimmt. Das Destillat 
des Filtrats II wird ebenfalls in einem 200 ccm-Mefkolben auf- 
gefangen und das Ammoniak nach Nefler bestimmt. 

Wir benutzen in diesen Fallen immer frisch ausgekochte 
Natronlauge bei der Destillation und es folgt von selbst, daB 
wir darum besorgt sind, dai die «Analyse-» und die «Ein- 
stellungsproben» soweit als irgend mdglich gleich behandelt 
werden. Die Vergleichfliissigkeit bei den Nefler-Be- 
stimmungen bereiten wir aus Ammoniumsulfatlésungen von 
bekannter Stirke, indem eine abgemessene, passende Menge 
mit 5 cem "/7-Salzsaure versetzt und mit Wasser auf 200 ccm 
aufgefiillt wird, wonach 5 cem "/5-Natronlésung nebst 2 ccm 
der Kaliumquecksilberjodidlésung zugegeben werden. Die eigent- 
liche Bestimmung der Farbenstirke der «NefSler- Analysen», 
das Vergleichen mit derjenigen der Vergleichsfliissigkeiten, 
wird am Tage nach der Herstellung der Proben mittels eines 
gewOhnlichen Kolorimeters gemacht. 


h) Kontrollversuche die Bestimmung des Ammoniak- 
stickstoffs betreffend. 


Der Zweck dieser Kontrollversuche ist es gewesen, teils 
eine Schatzung der Genauigkeit der verschiedenen angewandten 
Ammoniakbestimmungsmethoden zu beschaffen, und teils zu 


') Beziiglich der Kaliumquecksilberjodidlésung wird auf A. Classen, 
Analytische Chemie, Bd. 2, S. 115 (1903) verwiesen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CII. D 
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untersuchen, ob die Ammoniakbestimmung sich mit derselben 
Genauigkeit durchfiihren ]48t, wenn Albumin vorhanden 
ist, wie ohne dasselbe. 


Als Ur- oder Stammlésung benutzen wir bei diesen 
Versuchen eine Ammoniumsulfatlésung, welche 783,6 mg 
Ammoniakstickstoff in 100 g Lésung enthielt, was bei einer 
friiheren sehr sorgfaltigen Analyse festgelegt worden‘ war. 


Die benutzte Lésung von Albumin stellten wir uns 
aus krystallisiertem Eieralbumin dar, welches: in gewohnlicher 
Weise durch 6 Krystallisationen mit Ammoniumsulfat gereinigt 
und danach durch 6 Krystallisationen mit Natrium- und Kalium- 
sulfat') von Ammoniak befreit worden war. 100 ccm dieser 
Lésung enthielten 226,6 mg Proteinstickstoff, aber nur 0,03 mg 
Ammoniakstickstoff. 

Es wurden drei Versuchsreihen mit verschiedenen Ammo- 
niumsulfatkonzentrationen und demzufolge mittels verschiedener 
Ammoniakbestimmungsmethoden ausgefiihrt. 


Versuchsreihe A. 
(Versuche Nr. 1 bis 6.) 


Bei jedem Versuch haben wir 50 ccm Urlésung (gewogen) 
in Arbeit genommen. In den Versuchen Nr. 1 bis 3 wurde 
kein Eieralbumin, sondern nur Essigsaure, Natriumacetat und 
Schwefelsdure zugegeben und das Ammoniak nach d) be- 
stimmt. 

In den Versuchen Nr. 4 bis 6 dagegen gaben wir 10 ccm 
Albuminlésung zu, wondchst die Losung nach Zusatz von Essig- 
sdure und Natriumacetat (s. S. 59, Anm.) nach b) zur Koagu- 
lation gebracht wurde. Nachdem der Niederschlag abfiltriert 
war, wurde der Ammoniakstickstoff des Filtrats wie unter d) 
ermittelt. 

Die Resultate sind in der untenstehenden Tabelle 3 zu- 
sammengetragen. 





1) Die Krystallisation des Eieralbmins vermittelst anderer Stoffe als 
Ammoniumsulfat wird in einer folgenden Abhandlung behandelt werden. 
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Tabelle 3. 
Versuchsreihe A. 








(Starke der Thiosulfatlédsung: 1,0022 - 9/1401.) 



























































ate Gewicht | Gewicht Gewicht der Hs gi comgengenil 
wie ies | nach der Ver- |bei der Destilla-| der Thiosulfatlisg. 
suchs- der Urls | diinnung bis | tion benutzten Pr 1+ nl 
ouniiie er Uriosung | zu 11 3-50 ccm pos g 
g g g a 
Ohne Eieralbumin 
49,8106 19,90 
1 30,9466 1000,01 49,8206 19,88 
\ 49:7794 19.86 
49,8085 19,85 
2 50,9504 1000,01 ) 49.8057 19/85 
\ 49,7971 19.90 
49,8315 19,91 
3 50,9480 1000,23 } 49 8058 19.85 
\ 49,8677 19.92 
Mittel..| 50,9483 | 100008 | 498141 | 19,880 
100 g der Urlésung enthalten demnach 785,1 mgt) Ammoniakstickstoff, 
Mit Eieralbumin (22,66 mg Proteinstickstoff) 
49,7904 19,91 
4 50,9592 1000,04 49,7854 19,91 
\ 497914 19,87 
49,8000 19,88 
5 50,9678 1000,21 ) 49,7977 19,87 
(497758 | 19,84 
49,7976 | 19,90 
6 50,9512 1000,21 49 8522 19,89 
498206 | 1989 | 
Mittel..| 50,9594 | 100015 | 49,8012 | 19,8844) 


100 g der Urlisung enthalten demnach 785,3 mg Ammoniakstickstoff. 


Versuchsreihe B. 
(Versuche Nr. 7 bis 14.) 


50 cem der Urlésung wurden abgewogen (Gew. 50,9310 g) 
und in einem geeichten Me&kolben bis auf 11 verdiinnt. Fiir 





19,880 - 1,0022 - 1000,08 - 100 


» pest cali MN LAS th 5S EOE SS IIRC 

) 49,8141 - 50,9483 

*) Die Korrektion wegen des Ammoniakgehalts des Eiweifes ist 
hier verschwindend klein, namlich 0,003 - °°/1000 mg Ammoniakstickstoff. 


— 78,1. 


5* 
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jeden Versuch wurden mittels einer geeichten Pipette 50 cem 
der verdiinnten Lésung, die nicht gewogen wurden, heraus- 
genommen, 

Bei den Versuchen Nr. 7 bis 10 wurde kein Eieralbumin 
zugefiigt. Das Ammoniak wurde nach f) bestimmt. 

Bei den Versuchen 11 bis 14 wurden 10 cem Eieralbu- 
minlésung zugesetzt. Nach vollbrachter Koagulation usw. be- 
stimmte man den Ammoniakstickstoff nach f). 

Die Resultate findet man in der untenstehenden Tabelle 4. 


Tabelle 4. 
Versuchsreihe B. 
(Starke der Thiosulfatlésung: 1,0022 - 9/1401.) 
































“oe | Beim Titrieren wurde ae. Beim Titrieren wurde 
/eine a ccm der Thiosulfat- eine a ccm der Thiosulfat- 
suchs- | lésung entsprechende suchs- lésung entsprechende 
neeeend ion Ammoniak gefunden eesti Menge Ammoniak gefunden 
a a 
, | | Mit Eieralbumin (22,66 mg 
| Ohne Eieralbumin | | Proteinstickstoff) 
7 | 19,94 11 19,94 
8 | 19,94 | 12 19,95 
9 | 19,91 | 13 19,93 
10 19,91 , 14 19,94 
Mittel . 19, 925 | Mitel 19,940 *) 
100 g der sii enthalten somit | 100 g ia Urlésung enthalten somit 
784,2 mg Ammoniakstickstoff | 784,6 mg Ammoniakstickstoff 


Versuchsreihe C. 
(Versuche Nr. 15 bis 26.) 


20 cem der Urlésung wurden abgewogen (Gew. 20,3881 g) 
und in einem geeichten MeBkolben bis auf 11 verdiinnt. Fur 
jeden Versuch wurden mittels einer geeichten Pipette 50 ccm 
der verdiinnten Lésung, die nicht gewogen wurden, heraus- 
genommen. 


') Die Korrektion wegen des Ammoniakgehalts der Albuminlésung 
ist hier gleich 0,003 mg Ammoniakstickstoff. 
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Bei den Versuchen Nr. 15 bis 18 wurde kein Eieralbumin 
Das Ammoniak wurde nach g) bestimmt. 

Bei den Versuchen Nr. 19 bis 22 wurden 10 ccm und bei 
den Versuchen Nr. 23 bis 26 50 cem Eieralbuminlésung zuge- 
geben. Nach vollbrachter Koagulation usw. wurden der Ammo- 
niakstickstoff nach g) bestimmt. 

Die Resultate findet man in der untenstehenden Tabelle 5. 


zugefiigt. 


en: 


Tabelle 5. 


Versuchsreihe C. 
(Starke der Thiosulfatlésung: 1,0340 - 1/70,05.) 








Beim Titrieren 


wurde eine a ccm 


| 





Die bei der NeSler- 
| Bestimmung gefundene 




















Korrigierte 


























Versuchs- | Thiosulfatlosung ‘actaatsonsnni. = Menge ca. "/70,05 
entsprechende | b ccm Thio- ; . 
nummer |Ammoniakmenge| n mg sulfatlésung Thiosulfatlésung 
gefunden Stickstoff a+b 
a n ~~" * 40340) 
Ohne Eieralbumin 
15 38,80 0,023 0,111 38,911 
16 38,65 0,033 0,160 38,810 
17 38,55 0,065 0,314 38,864 
18 =— = | Se i 
Mittel.... | | | 38,895 





100 g Urlésung enthalten demnach 789,0 mg Ammoniakstickstoff 








Mit einigem Eieralbumin (22,66 mg Proteinstickstoff) 











19 38,75 

20 38,75 

21 38,75 

22 38,75 
Mittel.... | 








| 


0,046 
0,060 
0,043 
0,052 





0,222 











38,972 
39,040 
38,958 
39,001 
38,993") 





100 g Urlésung enthalten demnach 790,7 mg Ammoniakstickstoff. 





1) Die Korrektion wegen des Ammoniakgehaltes der Albuminliésung 
betragt hier 0,003 mg Ammoniakstickstoff, was 0,015 ccm der angewandten 
ca. /79,05-Thiosulfatlésung entspricht. 
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Tabelle 5 (Fortsetzung). 

5 ____ _______ ______________—__H___ 

, a ' Die bei der NeSler- 

Beim Titrieren Bestimmung gefundene Korrigierte 

wurde eine a CCM 4 moniakmenge entsprach . 
Versuchs- | Thiosulfatlésung 6 P 





Menge Ca. /70,05 



































nummer Pisin snc n mg ty Armed Thiosutfatlésung 
gefunden . Stickstoff 5 os 
; a n P=" T0840 

Mit viel Eieralbumin (113,3 mg Proteinstickstoff) 

23 39,00 0,043 0,208 39,208 

24 38,85 0,063 0,305 39,155 

25 38,95 0,032 0,155 39,105 

26 38,75 0,069 | 0,834 | 39,084 
Mittel.... | | | 39,138 *) 


100 g Urlésung enthalten demnach 792,5 mg Ammoniakstickstoff. 


100 g der Urldésung enthalten also: 


Ammoniakstick- 


stoff 
Nach der urspriinglichen Bestimmung .......... 783,6 mg 
ba nitiaiteallia { Ohne Eieralbumin ...... +. 785,1 » 
Versuchsreihe A | Mit eee: 785,3 >» 
. B f Ohne . eres Ss 8636 

\ Mit °c ib eos-eee @ @ 784,6 » 

f Ohne c sativa aoe 789,0 » 

> C < Mit einigem a ee ee 790,7 » 

Mit vielem ® sesh 792,5 » 


Man ersieht hieraus, daB die Bestimmungen innerhalb 
jeder Versuchsreihe gegenseitig gut tibereinstimmen, besser als 
die verschiedenen Versuchsreihen untereinander. Nun ist es 
im vorausgehenden mehrere Male erwahnt worden und soll 
hier.nur eben hervorgehoben werden, daf gerade die gegen- 
seitige Ubereinstimmung der mit proteinfreien Lésungen einer- 
seits und proteinhaltigen anderseits erhaltenen Analysen- 
resultate fiir die uns hier beschaftigenden Untersuchungen von 
groBtem Belang ist. Wenn aber auch die Abweichung inner- 
halb jeder Versuchsreihe die Grenzen des Versuchsfehlers kaum 
iiberschreiten, so macht sich jedoch eine deutliche Neigung in 


') Die Korrektion ist 0,015 mg Ammoniakstickstoff, 0,073 ccm Thio- 
sulfatlisung entsprechend. 
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der bestimmten Richtung geltend, daB die Bestimmung um so 
hoher ausfallt, je gréBer die bei der Koagulation vorhandene 
Eieralbuminmenge im Verhaltnis zum Ammoniak ist. Ob es sich 
hier nur um Versuchsfehler handelt, oder ob dieses Verhalten 
mit der Koagulation des Eieralbumins in irgend einem Zusammen- 
hang steht, das laft sich vorlaufig noch nicht entscheiden, der 
Frage wird aber in einer folgenden Abhandlung, welche das Ko- 
agulationsproblem tiberhaupt behandelt, naher getreten werden. 

Beziiglich der Ubereinstimmung der einzelnen Versuchs- 
reihen unter einander bemerkt man, da$i A und B mit der 
urspriinglichen Bestimmung gut stimmen, indem die gréBte Ab- 
weichung vom Mittel (784,6 mg) hier nur etwa 1 : 800 betrdagt. 
Gr6Ber wird der Versuchsfehler, wenn die zu bestimmende Menge 
Ammoniumsulfat, wie in der Reihe C, nur klein ist (etwa 8 mg 
Stickstoff). Bei der proteinfreien Lésung betragt die Abweichung 
vom oben angefiihrten Mittel ungefahr */2°/o und bei der pro- 
teinreichen Losung sogar 1°/o.1) Liegen also nur kleine 
Ammoniakmengen zur Bestimmung vor, dann kann man auf 
eine gréfere absolute Genauigkeit als die oben gefundene 
kaum rechnen, aber auch in solchen Fallen wird der Fehler 
wahrscheinlich dasselbe Vorzeichen besitzen, wenn man Be- 
stimmungen in proteinfreien und proteinhaltigen Lésungen zu 
gleicher Zeit und auf dieselbe Weise ausfiihrt, dermaBen, dab 
der prozentische Fehler der Differenz zweier solchen Bestim- 
mungen einigermaben von derselben Grofenordnung sein wird 
wie der Fehler der Einzelbestimmungen. 


i) Kontrollversuche, die Bestimmung des Protein- 
stickstoffs betreffend. 
Mit diesen Versuchen beabsichtigen wir den Einfluf zu 
beleuchten, welchen eine Variation verschiedener Einzelheiten 
unseres Verfahrens auf die Resultate ausiibt. 





‘) Der in der Versuchsreihe C gefundene gréBere Wert des Stick- 
stoffgehalts der Urlésung riihrt nicht davon her, dafi wir in dieser Reihe 
durch die Nefiler-Bestimmungen die gefundene Ammoniakmenge ver- 
griftert haben, denn auch die Einstellung der Thiosulfatlésung ist durch 
Nefiler-Bestimmungen verscharft worden, wodurch ihr Titer entsprechend 


verkleinert wird. 
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Tabelle 5 (Fortsetzung). 


Die bei der NeSler- 
| Bestimmung gefundene Korrigierte 
Ammoniakmenge entsprach 








——_. ———— 





Beim Titrieren 
wurde eine a ccm 


Versuchs- | Thiosulfatlésung Menge ca. /70,05 








entsprechende b ecm Thio hy 
nummer |Ammoniakmenge n mg —iialitenes Thiosutfatlésung 
gefunden Stickstoff » 5 a+b 
| a n |" 0840 








Mit viel Eieralbumin (113,3 mg Proteinstickstoff) 




















23 39,00 0,043 0,208 39,208 
24 38,85 0,063 0,305 39,155 
25 38,95 0,032 0,155 39,105 
26 38,75 | 0,069 | 0,334 39,084 
Mittel.... | | | 39,138 1) 


100 g Urlésung enthalten demnach 792,5 mg Ammoniakstickstoff. 
100 g der Urlésung enthalten also: 


Ammoniakstick- 


stoff 
Nach der urspriinglichen Bestimmung .......... 783,6 mg 
a ceal ; f Ohne Biera@ibumin ....+.-+. 785,1 » 
Versuchsreihe A | Mit ee ee 785,3 > 
. n f Ohne » tat eee «a Bo 

\ Mit = «wares 784,6 » 

Ohne > (e@e~ =» Bee 

> C < Mit einigem - wees 790,7 » 

Mit vielem oe Ss se 792,5 » 


Man ersieht hieraus, daf die Bestimmungen innerhalb 
jeder Versuchsreihe gegenseitig gut tibereinstimmen, besser als 
die verschiedenen Versuchsreihen untereinander. Nun ist es 
im vorausgehenden mehrere Male erwéhnt worden und soll 
hier nur eben hervorgehoben werden, daf gerade die gegen- 
seitige Ubereinstimmung der mit proteinfreien Losungen einer- 
seits und proteinhaltigen anderseits erhaltenen Analysen- 
resultate fiir die uns hier beschaftigenden Untersuchungen von 
groBtem Belang ist. Wenn aber auch die Abweichung inner- 
halb jeder Versuchsreihe die Grenzen des Versuchsfehlers kaum 
iiberschreiten, so macht sich jedoch eine deutliche Neigung in 


‘) Die Korrektion ist 0,015 mg Ammoniakstickstoff, 0,073 ccm Thio- 
sulfatlisung entsprechend. 
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der bestimmten Richtung geltend, daB die Bestimmung um so 
hoher ausfallt, je gréBer die bei der Koagulation vorhandene 
Eieralbuminmenge im Verhiltnis zum Ammoniak ist. Ob es sich 
hier nur um Versuchsfehler handelt, oder ob dieses Verhalten 
mit der Koagulation des Eieralbumins in irgend einem Zusammen- 
hang steht, das lat sich vorlaufig noch nicht entscheiden, der 
Frage wird aber in einer folgenden Abhandlung, welche das Ko- 
agulationsproblem tiberhaupt behandelt, naher getreten werden. 

Beziiglich der Ubereinstimmung der einzelnen Versuchs- 
reihen unter einander bemerkt man, daf A und B mit der 
urspriinglichen Bestimmung gut stimmen, indem die gréBte Ab- 
weichung vom Mittel (784,6 mg) hier nur etwa 1 : 800 betrdgt. 
Gr6Ber wird der Versuchsfehler, wenn die zu bestimmende Menge 
Ammoniumsulfat, wie in der Reihe C, nur klein ist (etwa 8 mg 
Stickstoff). Bei der proteinfreien Lésung betrigt die Abweichung 
vom oben angefiihrten Mittel ungeféhr 1/2°/o und bei der pro- 
teinreichen Losung sogar 1°/o.1) Liegen also nur kleine 
Ammoniakmengen zur Bestimmung vor, dann kann man auf 
eine gréfere absolute Genauigkeit als die oben gefundene 
kaum rechnen, aber auch in solchen Fallen wird der Fehler 
wahrscheinlich dasselbe Vorzeichen besitzen, wenn man Be- 
stimmungen in proteinfreien und proteinhaltigen Lésungen zu 
gleicher Zeit und auf dieselbe Weise ausfiihrt, dermafen, dab 
der prozentische Fehler der Differenz zweier solchen Bestim- 
mungen einigermaGen von derselben Grdfenordnung sein wird 
wie der Fehler der Einzelbestimmungen. 


i) Kontrollversuche, die Bestimmung des Protein- 
stickstoffs betreffend. 
Mit diesen Versuchen beabsichtigen wir den EinfluB zu 
beleuchten, welchen eine Variation verschiedener Einzelheiten 
unseres Verfahrens auf die Resultate ausiibt. 





‘) Der in der Versuchsreihe C gefundene gréBere Wert des Stick- 
stoffgehalts der Urlésung riihrt nicht davon her, daf wir in dieser Reihe 
durch die Nefiler-Bestimmungen die gefundene Ammoniakmenge ver- 
griftert haben, denn auch die Einstellung der Thiosulfatlésung ist durch 
Nefiler-Bestimmungen verscharft worden, wodurch ihr Titer entsprechend 


verkleinert wird. 
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Wir verwendeten eine Eieralbuminlésung, die durch sorg- 
faltige Dialyse eines sechsmal krystallisierten Praparats mit 
nachfolgender Verdiinnung mit Wasser dargestellt war und 
0,64 mg Ammoniakstickstoff (bestimmt nach g) und 23—24 mg 
Proteinstickstoff in 10 ccm enthielt. Fiir jeden Versuch wurde 
10 ccm (auf 0,01 ccm genau gemessen) angewendet. In der 
Mehrzahl der Versuche wurde der Gesamtstickstoff ermittelt, 
in einigen aber nur der Proteinstickstoff, indem das Albumin 
auskoaguliert, abfiltriert und gewaschen, woniachst der Stick- 
stoffgehalt im Niederschlag nebst dem Filter bestimmt wurde; 
zu dem gefundenen Proteinstickstoff wurde 0,64 mg addiert, 
weshalb die in der Tabelle 6 (S. 73) mitgeteilten Zahlen auch 
fiir diese Versuche den Gesamtstickstoff angeben. 

Samtliche Versuchsreihen sind in der Tabelle 6 zusammen- 
gestellt. Die Bezeichnung Kj. des zweiten Stabes bedeutet, 
dafi die AufschlieBung wesentlich nach dem _ urspriinglichen 
Verfahren Kjeldahls ausgefiihrt ist, indem 10 ccm Albumin- 
losung in einem langhalsigen Jena-Kolben (250 ccm) nebst 
20 ccm konzentrierter Schwefelsdure und einem Stiickchen 
Kupferdraht (etwa 50 mg) erhitzt worden sind. Ob auSerdem 
ein wenig Kaliumsulfat zugegeben ist oder nicht, erhellt aus 
dem dritten Stab, wahrend der vierte Stab angibt, wie lange 
gekocht worden ist tiber die Zeit (2—4 Stunden) hinaus, welche 
verlaufen ist, bevor die Flissigkeit als Zeichen der im wesent- 
lichen beendeten AufschlieBung griin geworden ist. Der fiinfte 
Stab der Tabelle gibt an, ob nach beendetem Sieden eine 
Oxydation mittels Permanganats stattgefunden hat oder 
nicht. 

In den Reihen i, k, 1 und m ist das Albumin in der S. 59 
angegebenen Weise koaguliert worden, und die AufschlieBung 
des Niederschlags mittels Schwefelsiure ist nach Filtrieren 
und Waschen vorgenommen; in zwei dieser Reihen (k und m) 
haben wir 10 ccm konzentrierter Ammoniumsulfatl6sung vor 
der Koagulation zugefiigt, um zu probieren, inwiefern die Aus- 
waschung auch in der Gegenwart so grofier Mengen von 
Ammoniumsulfat Geniige leistet. 

Die Bezeichnung Kj.-G. bedeutet, daB die AufschlieBung 
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nach der Modifikation Gunnings ausgefiihrt ist; die 10 ccm 
Albuminlésung wurden !/2 Stunde mit 20 ccm konzentrierter 
Schwefelsdure, einem Stiickchen Kupferdraht und 5 g Kalium- 
sulfat erhitzt, sodann wurden weiter 15 g Kaliumsulfat zuge- 
geben, und nachher das Erhitzen noch 2—2'/e Stunden fort- 
gesetzt. 

Mit Kj.-G.-A. bezeichnen wir, daf wir bei der AufschlieBung 
nach der Abanderung Gunning-Arnolds verfahren sind, d. h. 
ganz wie nach dem Gunningschen Verfahren, nur auBerdem 
noch mit Zusatz von ‘1/2 g Merkurioxyd. Bei der Versuchs- 
reihe p wurde das Ammoniak mittels einer Mischung von Na- 
triumhydroxyd und Natriumsulfid abdestilliert, zu dem Destillat 
wurde ein wenig Kupfersulfat zugegeben, um die hier anwesen- 
den Spuren von Schwefelwasserstoff zu binden, und dann noch 
einmal in der tblichen Weise destilliert. Bei der Reihe q 
wurde nur einmal mit Natron unter Zusatz von ein wenig 
Glukose destilliert. Die Glukose reduziert anwesende Queck- 
silberverbindungen zu metallischem Quecksilber; dieses letztere 
bequeme Verfahren verdanken wir dem Herrn Prof. Dr. Ivar 
Bang, Lund. 

Aus der Tabelle ersieht man erstens, daB die Oxydation 
mittels Permanganat bei der Kjeldahl-Methode in 
seiner einfachsten Form nicht zu vermeiden ist (Reihe 
a, b, c und d); nur in der Reihe d, wo 5g Kaliumsulfat zuge- 
setzt worden ist, und wo das Sieden 8 Stunden, nachdem die 
Fliissigkeit griin war, fortgesetzt wurde, ist das Resultat richtig 
geworden, wenn auch einzelne der Bestimmungen sehr niedrig 
ausgefallen ist. Beziiglich der tbrigen Reihen (e—n), wo das 
einfache Kjeldahl-Verfahren mit Oxydation mittels Per- 
manganat angewandt wurde, darf das Resultat als durchaus 
befriedigend bezeichnet werden. Das Mittel der Durchschnitts- 
werte der ermittelten Stickstoffmenge betrigt fiir diese Reihen 
24,40 mg, und keiner der Durchschnittswerte weicht von diesem 
Mittel ‘/2°/o ab. In zwei der Reihen (i und k) findet sich eine 
einzelne Bestimmung, welche ein ziemlich niedriges Resultat 
gegeben hat; vielleicht ist das dadurch verursacht, da ein 
2-stiindliches Sieden, nachdem die Fliissigkeit griin geworden 














— 
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ist, nicht immer ausreichend ist, vielleicht aber ist es nur ein 
Versuchsfehler. ') 

Aus den Versuchsreihen i, k, | und m erhellt erstens, 
daB das Eieralbumin durch die Koagulation vollstin- 
dig gefallt wird?) und in dieser Weise eben so genau zu 
ermitteln ist als durch die direkte AufschlieBung, und zweitens, 
daB die Gegenwart reichlicher Mengen von Ammonium- 
sulfat ohne irgend einen Einflu8B auf das Resultat ist. 

Riicksichtlich des durch die Untersuchungen R. Koefoeds 8) 
nachgewiesenen, ziemlich reichlichen Stickstoffverlustes, der 
eintritt, wenn mit viel Kaliumsulfat erhitzt wird, haben wir 
bei den letzten drei Versuchsreihen eine Erhitzungsdauer von 
nur 3 Stunden benutzt. Aus der Reihe o ersieht man, dah 
Behandlung nach Gunning wéahrend 3 Stunden fiir die voll- 
standige AufschlieBung nicht ausreicht, indem die gefundenen 
Werte simtlich mehr oder weniger zu niedrig sind. Bei der 
Gunning-Arnoldschen Modifikation dagegen geht die Auf- 
schlieBung — was auch zu erwarten war — in 3 Stunden 
glatt zu Ende, der gefundene Wert des Stickstoffgehalts steht 
in gutem Einklang mit demjenigen der Reihen e—n und gewahrt 
ihnen somit eine Stiitze. 

Auf der Grundlage dieser Versuche, welche ganz und gar 
die hier im Laboratorium im Laufe der Zeit geernteten Er- 
fahrungen bestiitigen, haben wir das oben unter a) und b) 
(S. 59) beschriebene Verfahren zur Bestimmung des Protein- 
stickstoffs gewiihlt. DaSB wir dieses Verfahren dem etwas 





1) Wir haben bei den zahlreichen Analysen, die wir im Laufe der 
Jahre ausgefiihrt haben, gesehen, daf es sich mitunter ereignet, dah ver- 
einzelte Bestimmungen trotz aller Sorgfalt zu niedrig ausfallen. Es ist 
deshalb von Belang gewesen, dafi wir fiir jede Analyse gewdéhnlich 
wenigstens drei Bestimmungen gemacht haben, und demzufolge imstande 
gewesen sind, einen einzelnen niedrigen Wert aufer Betracht zu lassen. 

*) In zwei der Versuche wurde nach dem unter c, S. 60 angegebenen 
Verfahren untersucht, ob nicht koagulables Protein im Filtrate vom koa- 
gulierten Albumin nachzuweisen war, das Filtrat war aber nach der Ab- 
destillation des Ammoniaks ganz stickstofffrei. 

*) Comptes-rendus des travaux du Laboratoire de Carlsberg, 


Bd. 10, S.52 (1911). 
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schnelleren Gunning-Arnoldschen vorziehen, hat seinen 
Grund darin, dai man bei diesem letzteren, wie es von 
R. Koefoed nachgewiesen worden ist,!) eher als bei dem von 
uns befolgten Verfahren einem Stickstoffverlust ausgesetzt ist, 
weil die Temperatur der AufschlieBungsfliissigkeit des gréBeren 
Kaliumsulfatgehalts wegen eine hohere ist. Aus den Versuchen 
von R. Koefoed erhellt es ja naimlich, da’ Stickstoffbestim- 
muogen nach Kjeldahl immer zu niedrig ausfallen miissen, 
und zwar weil selbst reines Ammoniumsulfat durch Erhitzen 
mit konzentrierter Schwefelsadure Stickstoff abgibt — unsicher 
in welcher Form — und desto mehr je héher die Temperatur 
und je linger die Dauer des Erhitzens sind. Eine Erhitzungs- 
dauer von 6 Stunden gab bei einer tiblichen Kjeldahl-Be- 
stimmung einen Verlust von !/3°/o des Gesamtstickstoffs, und 
ein 24-stiindiges Erhitzen gab den doppelten Verlust. Bei 
unserm Verfahren meinen wir deshalb mit einem Verlust von 
etwa !/2°/o des Gesamtstickstoffs rechnen zu miissen. 

Die meisten der in den folgenden Abhandlungen beschrie- 
benen Untersuchungen sind vergleichender Natur, weshalb die 
absolute Konzentration des Proteins von untergeordneter Be- 
deutung ist, und die bei der Stickstoffbestimmung begangenen 
Fehler, die infolge der stetigen Anwendung desselben Ver- 
fahrens immer von derselben Grofenordnung ist, keine nennens- 
werte Rolle spielen. Wird dagegen von der Bestimmung 
irgend einer Konstante die Rede, dann ist der obenerwahnte 
Fehler der Methode nicht zu vernachlissigen. Selbstverstiand- 
lich muf& man die gefundenen Werte des Proteinstickstoffs bei 
der Berechnung benutzen, bei der Beurteilung der solcher- 
magen berechneten Grod8e mu man sich aber erinnern, daf 
der benutzte Wert des Proteinstickstoffs wahrscheinlich um 
etwa 1/2°/o zu niedrig ist. 


Ubersicht. 
Abschnitt A. 


1. Das Verfahren, nach welchem man das Eieralbumin 
von Asche, Mucoid und Konalbumin reinigt, wird beschrieben, 


Vie. 








; 
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und es wird auseinandergesetzt, wie man die Fortschritte 
quantitativ verfolgen kann, welche die Reinigung des Eier- 
albumins durch wiederholtes Krystallisieren und Waschen 
macht. 


2. Es wird gezeigt, dafB man ohne jegliche Schwie- 
rigkeiten das Eieralbumin von Asche, Mucoid und 
Konalbumin reinigen kann, indem nach 3 Krystallisationen 
mit zugehdrigen Waschungen keine dieser Verunreinigungen 
in nennenswerten Mengen im Eieralbumin vorhanden sind. Da 
das gesamte Ausgangsmaterial unserer in den folgenden Ab- 
handlungen beschriebenen Versuche aus Eieralbumin erhalten 
ist, welches wenigstens 6 mal krystallisiert ist, diirfen wir es 
daher als von den genannten Verunreinigungen frei betrachten. 

3. Das reinste Ammoniumsulfat des Handels enthalt ge- 
wohnlich leicht nachweisbare Aschenmengen. Solche Praparate 
sind bei der vollstindigen Reinigung des Eieralbumins nicht 
zu gebrauchen, und zwar besonders nicht bei den letzten 
Krystallisationen und Waschungen; dabei kénnen nur Lésungen 
von mit besonderer Sorgfalt gereinigtem, méglichst aschen- 
freiem Ammoniumsulfat benutzt werden. 


4. Auch das reinste Eieralbumin hinterlaft in einer 
Platinschale einen winzigen Gliihriickstand, der nicht von Ver- 
unreinigungen, sondern vom Phosphorgehalt des Kieralbumins 
stammt. 


Abschnitt B. 


1. Es wird eine ausfiihrliche Beschreibung eines Dialysier- 
apparates gegeben, welcher aus 6 Dialysierzellen besteht, deren 
wesentlichster Bestandteil ein Kollodiumhiutchen ist. Dieses 
Hautchen ist fiir Wasser und Ammoniumsulfat durchlissig, 
dagegen aber fiirs Eieralbumin undurchlassig. Der Apparat ist 
derart eingerichtet, da8 man bei der Dialyse der Eieralbumin- 
lésung auf der «Aufenfliissigkeit» (dem Wasser) einen Minder- 
druck etablieren kann, wodurch der osmotische Druck der 
«Innenfliissigkeit»> derart kompensiert wird, daf einer Ver- 
diinnung der letzteren durch Einsaugen von Wasser vorgebeugt 
wird. 
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2. Mittels dieses Apparats ist es mdglich, jede Spur von 
Schwefelséure und weit den wesentlichsten Teil des Ammoniaks 
aus ammoniumsulfathaltigen Eieralbuminlésungen zu entfernen; 
die dialysierte Fliissigkeit kann nach sorgfaltiger Analyse zur 
Darstellung von Eieralbuminlésungen mit wohldefi- 
nierter Zusammensetzung dienen. 

3. Wenn durch Mischung mit reichlichem Toluol, oft 
wiederholtes Schiitteln und Aufbewahrung in Eis in einem Kis- 
schrank eine Eieralbuminlésung gegen die Wirksamkeit 
der Mikroorganismen geschiitzt wird, so bewahrt dieselbe 
die fiir den betreffenden Proteinstoff charakteristi- 
schen Eigenschaften unverdndert nach Monaten. 


Abschnitt C. 


| Wird eine Eieralbuminlésung mit Ammoniumsulfat ge- 
fallt und der auskrystallisierte Niederschlag abfiltriert, so 
kann man auf Grundlage von Analysen des Filtrats einerseits 
und der Krystalle mit anhaftender Mutterlauge anderseits ge- 
wisse Folgerungen iiber die Zusammensetzung der Krystalle 
ziehen. Die Anwendbarkeit dieses Verfahrens, dem wir den 
Namen «die Proportionalitétsmethode» gegeben haben, wird 
mit Bezug auf das hier genannte Beispiel einer eingehenden 
Behandlung unterzogen, und es wird nachgewiesen, dai das- 
selbe Prinzip sich in mannigfaltigen andern Fallen benutzen 
laBt; besonders betont wird die Bedeutung, die die Methode 
bei den Untersuchungen von kolloiden Losungen erlangt. Ist 
nimlich eine kolloide Lésung durch ein halbdurchlissiges 
Hautchen von dem reinen Dispersionsmittel derselben getrennt, 
indem zu gleicher Zeit Diffusionsgleichgewicht und osmotisches 
Gleichgewicht zwischen den beiden Fliissigkeiten bestehen, 
dann lait sich das System ganz wie oben beschrieben behan- 
deln, indem das reine Dispersionsmittel dem Filtrat und die 
kolloide Lésung den Krystallen mit anhaftender Mutterlauge 


entspricht. 


Abschnitt D. 


Es wird eine eingehende Beschreibung der Stick- 
stoffbestimmungsmethoden gegeben, die in dieser und den 
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folgenden Arbeiten zur Anwendung gekommen sind, und es 
wird tiber eine Reihe von Kontrollversuchen berichtet, die 
zur Bestimmung der Genauigkeit der Analysenmethoden aus- 
gefiihrt sind. 


Januar 1916. 








Uber aus Proteinstoffen bei tiefgreifender Spaltung mit Salpeter- 
sdure erhaltene Verbindungen. 
VII. Mitteilung. 


Von 
Carl Th. Mérner. 


(Der Redaktion zugegangen am 12, Juni 1918.) 





Betreffs zweier vom Verfasser isolierter Sauren, die beziig- 
lich ihrer empirischen Formel und gewisser Eigenschaften in 
Mitteilung VI‘) der vorliegenden Untersuchungsserie beschrieben 
worden sind, deren Konstitutionsfrage aber bis auf weiteres 
offen gelassen wurde, hat neulich Knoop?) in letztgenannter 
Hinsicht, gestiitzt auf seine bei der so erfolgreichen, konstitutio- 
nellen Erforschung des Histidins gewonnene, eingehende Kennt- 
nis der Imidazolderivate,*) wertvolle Beitrage geliefert. 

1. Betreffs der «<Nitrosiure: C,H,0,N,» ist die Sach- 
lage, auf Grund sehr gut stimmender Elementaranalysen und 
der von mir bereits gelieferten, eingehenderen Beschreibung 
der allgemeinen und reaktiven Eigenschaften dieser Séure, nach 
Knoops Hinweis soweit klar, daf die Nachprifung sich auf 
die Konstatierung zweier weiterer Eigenschaften — Leichtlés- 
lichkeit in Alkalien mit tiefgelber Farbe und in heifem Alko- 
hol —, welche Windaus und Opitz als der von ihnen zuerst 
beschriebenen Nitroimidazolcarbonsaure‘) zukommend an- 


') Diese Zeitschr., Bd. 101, S. 15—24 (1917). 

*) Fir Herrn Prof. Knoops Freundlichkeit, mir schon vor der Ver- 
Offentlichung seine Ansicht brieflich mitzuteilen, erlaube ich mir ihm auch 
an dieser Stelle meinen Dank auszusprechen. Auch Herr Dr. Guggen- 
heim in Basel hat mir liebenswiirdigerweise eine dem Inhalt nach gleich- 
artige, private Mitteilung zugehen lassen. 

5) Diese Zeitschr., Bd. 101, S. 210—211 (1918). 

*) Ber. d. d. chem. Ges., Bd. 44, S. 1724 (1911). 
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gegeben haben, beschrinkt hat. Die fragliche Siure, betreffs 
welcher bereits ich selbst (a. a. O.) die Annahme gemacht 
habe: «So hat man wohl hier zunachst an ein Imidazolderivat, 
mit dem Histidin des Proteinstoffs als Muttersubstanz, zu 
denken», ist also damit unter die wohldetfinierten Produkte 
einzurechnen, die bei tiefer Spaltung von SerumeiweifS mit 
Salpeterséiure haben isoliert werden k6nnen. 

2. «Saiure: C,H,O,N,». Wenn auch Knoops Annahme 
betreffs dieser Saiure, dai nimlich dieselbe aus Imidazolglyoxyl- 
siure!) besteht, schon a priori in hohem Grade wahrscheinlich 
erscheint, habe ich es doch fiir geboten erachtet, durch direkte 
Versuche — soweit solche in Anbetracht der Sparlichkeit des 
ubrig gebliebenen Materials haben angestellt werden kinnen — 
wenn moglich erhédhte Gewifheit zu gewinnen. Was zuniachst 
die empirische Formel betrifft, so sind, bei erneuten Bestim- 
mungen, H-Werte, 

2,72°%o (Analytiker: K. Almstrém) und 

3,05 °/o (Analytiker: H. Lieb), ?) 
erhalten worden, welche dem fiir H, berechneten (2,88 °/0) sehr 
nahe liegen (fiir H, berechnet: 1,93°/o), weshalb die Formel, 
wie Knoop angenommen hat, mit Fug angegeben werden kann 
als: C,H,O,N,, d. h. dieselbe, die der Imidazolglyoxylsaure 
zukommt. 

Bei Titrierung von 0,5031 g der Saéure wurde zur Neu- 
tralisierung 35,7 ccm "/10o-Lauge verbraucht, woraus sich als 
Aquivalentgewicht ergibt: 140,9 (berechnet fiir Imidazolglyoxyl- 
sdure: 140,1). Die Saure stimmt mit Knoops Angaben tiber- 
ein: «Das Ammonsalz lést sich nur maBig in Wasser und 
scheidet sich leicht in grofen Krystallbiischeln ab. Mit CuSO, 
gibt die Lésung des Ammonsalzes eine krystallinische Fal- 
lung». 3) 

Durch Behandlung von 0,8 g Saéure mit Hydroxylamin- 
hydrochlorid und Natriumcarbonat (von jedem 1!/2 Mol.) in 





1) Zuerst von Knoop aus Histidin dargestellt (Beitr. z. chem. 
Physiol. u. Pathol., Bd. 10, S. 111—119, 1907). 

*) Der die hier unten angefiihrten Analysen giiligst ausgefiihrt hat. 

5) Die letztgenannte Fallung ist hellblau und auferst schwerléslich. 
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wasseriger LoOsung (25 ccm), 1 Tag bei Zimmerwarme, danach 
1 Stunde lang auf Wasserbad, und Ansiuerung der Reaktions- 
mischung mit Essigsiure wurde eine weife, krystallinische Sub- 
stanz erhalten, die nach Trennung von der Mutterlauge und 
Auflésung in verdiinntem Ammoniak aufs neue mit Essigsaure 
ausgefillt, gewaschen und getrocknet wurde. Spt.: + 225°. 


Elementaranalysen. 


a) 3,910 mg ergaben (734 mm, 16‘) 0,924 ccm N, entsprech. 26,96 %/o N. 
(Berechnet fiir das Oxim der Imidazolglyoxylsaure, C,H;0,N,: 
27,10°/o N). 


b) 4,348 mg ergaben 6,175 mg CO,, entsprech. 38,73 %/o C. 
4348mg » 1,33 mg H,O, > 3,42 %/) H. 
(Berechnet fiir C;H,O,N,: 38,68 °/o C, 3,260/, H). 

Eine andere Portion Sdure (0,6 g) wurde unter Kochen 
mit 150 ccm Wasser vollstindig aufgelést, worauf die Lésung, 
nach Zusatz von 3 ccm konzentrierter Essigsiure und 150 ccm 
3°/oiger Wasserstoffsuperoxydlésung, 2 Tage lang stehen 
gelassen wurde. Zusatz von etwas Knochenkohle. Nach 1 
weiteren Tag wurde filtriert und auf Wasserbad in Platinschale, 
zuletzt in kleiner Porzellanschale auf ca. 5 cem konzentriert, 
ohne da eine Ausfallung eintrat. Bei langsamem Abkiihlen 
setzten sich indessen in reichlicher Menge Drusen von farb- 
losen Krystallnadeln (oder schmalen Prismen) ab. Die Substanz 
wurde aus warmem, verdiinntem Alkohol umkrystallisiert. 
Spt.: -+ 282° (wobei Zersetzung unter Gasentwicklung). 

0,1133 g brauchten zur Neutralisierung 10,05 cem ®/10- 
Lauge, entsprechend einem Aquivalentgewicht von 112,7 (be- 
rechnet fiir Imidazolmonocarbonséure C,H,O,N,: 112,1). 


Elementaranalysen. 
a) 3,682 mg ergaben (730 mm, 19,5°) 0,826 ccm N, entsprech. 25,15 %/o N. 
(Berechnet fiir C,H,O,N,: 25,00 °/o N). 
b) 6,525 mg ergaben 6,525 mg CO,, entsprech. 42,78 Jo C. 
6,525 mg >» 1,33 mg H,O, > 3,58 °/o H. 
(Berechnet fiir C,H,O,N,: 42,82 °%o C, 3,60°/o H). 

Die so dargestellte Siure, die, im Gegensatz zu der Mutter- 
saiure, also Jeichtlislich ist und Kaliumpermanganat in schwefel- 
sduresaurer LOsung nicht entfarbt, verhilt sich in jeder quali- 
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tativen Hinsicht derart, wie es von Knoop fiir die von ihm 
aus Imidazolglyoxylsaure, durch die gleiche Behandlung, zuerst 
dargestellte Imidazolmonocarbonsiiure angegeben worden 
ist (die bei rascher Abkiihlung der wisserigen Liésung des 
Phosphorwolframats') erhaltenen Krystalle sind diinne, rhom- 
bische oder — infolge mehr oder weniger ausgeprigter Ver- 
stiimmelung zweier gegeniiber stehender Winkel — sechsseitige 
Tafeln; bei langsamer Abkiihlung werden auch solide, gré8ere, 
sechseckige Prismen mit Pyramidenflichen erhalten). 
Knoops Annahme hat hiermit experimentelle Bestitigung 
erhalten, und dadurch scheint auch der Beweis dafiir erbracht 
zu sein, dafi bei tiefer Spaltung von Hamoglobin (bekanntlich 
besonders reich an Histidin!) mittels Salpetersdure Imidazol- 
glyoxylsdure gebildet und isoliert werden kann. 





1) Leichtléslichkeit bereits bei ganz gelinder Erwarmung. 
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Beitrage zur Kenntnis einiger pflanzlicher und tierischer 
Fette und Wachsarten. 


II. Mitteilung. 
Von 


Albert B. Weinhagen. 





(Aus dem Agrikulturchemischen Laboratorium der Eidgenissischen Technischen 
Hochschule in Ziirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5. Juli 1918. 





In der ersten Mitteilung tiber diesen Gegenstand') wurden 
die Verseifungsprodukte des Fettes beschrieben, welche .aus 
der Reiskleie durch Extraktion mit Ather gewonnen worden 
waren. Es wurde an genannter Stelle schon hervorgehoben, 
daB weder bei dem festen Anteile, dem Fett, noch bei dem 
fliissigen Anteile, dem Ol, es im Laufe der Darstellung des Chole- 
sterins gelang, das Glycerin als Nebenprodukt aufzufinden. Dieser 
auffallende und wiederholt beobachtete Befund war die Ver- 
anlassung, das Glycerin mittels eines Verfahrens nachzuweisen, 
welches die Ermittlung sehr geringer Mengen desselben ge- 
statten wiirde, und zwar eine quantitative Bestimmung gleich- 
zeitig ermodglichen wiirde. Bei der iiblichen Trennung des 
Glycerins vom Cholesterin mittels Ather kénnen sich derartig 
geringe Glycerinmengen dem Nachweis entziehen. 

Die Bestimmungen wurden nach Willstatter und Ma- 
dinaveitias Vorschrift fiir die Jodidmethode*) ausgefiihrt, 
und zwar wurden das feste Fett, und das durch Chlorophyll 
stark gefirbte fliissige Ol getrennt untersucht. Nach genannter 
Vorschrift erhalt man sichere Resultate, wenn man 0,15—0,35 g 
des Glycerids mit Jodwasserstoff 1,8 im Zeisel-Fanto-Apparat 


1) Diese Zeitschr., Bd. 100, 5. 159 (1917). 
*) B. 45, S. 2825 (1912). 
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bis zur beginnenden Reaktion erhitzt, dann die Temperatur 
20—40 Minuten auf 100—115° halt und schlieBlich auf 130 bis 
140° steigert und diese Temperatur wiederum noch mindestens 
eine Stunde einhilt. Im ganzen soll 2—3 Stunden erhitzt 
werden. Anwendung von mehr Substanz oder von schwacherem 
Jodwasserstoff gibt zu niedrigere Resultate. 

An Stelle des Zeisel-Fanto-Apparates kam der Apparat 
von C. von der Heide!) zur Anwendung. Da Vorversuche 
mit Jodwasserstoff 1,8 («Kahlbaum») mit bekannten Glyceriden 
zu niedrige Resultate gaben, welche auch durch Steigerung der 
Dauer des Erhitzens nur unvollkommen berichtigt werden 
konnten, so wurde zu Jodwasserstoff 1,96 gegriffen. Da nun 
bei den angewandten Glyceriden sich durchaus sichere Resul- 
tate ergaben, wurden dementsprechend dann die Glycerinbe- 
stimmungen im Reiskleie-Ol und Fett mit Jodwasserstoff 1,96 
ausgefiihrt. Daf die niedrigen Resultate bei Anwendung von 
Jodwasserstoff 1,8 auf unvollkommener Verseifung beruhen, 
geht daraus hervor, dai Bestimmungen von freiem Glycerin 
auch mit Jodwasserstoff 1,8 einwandsfreie Resultate ergaben. 
Die Angabe von Willstitter und Madinaveitia, da8 Triolein 
sich schneller verseift als Tristearin, wurde durchweg bestatigt. 
Es folgen die Bestimmungen: 


Glycerinbestimmungen. 


Tristearin. 
(HJ 1,8 ; Dauer 3 Std.)0,3884 g gaben 0,0603 g AgJ. Gef. 6,09°/o, ber. 10,33°,o 
(HJ1,8; » 7 » )03525> » 0,0671>»AgJ. » 7,47 Oo, >» 10,33” 
(HJ1,96; » 3 » )0,2079> » 0,0533>AgJ. » 10,06%, » 10,33 o 
(HJ1,96; » 3 *) 0,2891> » 0,0734>AgJ. » 9,96%, » 10,339) 
(HJ1,96; >» 3 » )0,2417> » 0,0606>AgJ. » 9,83°%o, » 10,33 %/o 


Freies Glycerin. 
(HJ 1,8; Dauer 3 Std.) 09,0520 g gaben 0,1308 g AgJ. Gef. 0,0513 g Glycerin 


Triolein. 
(HJ 1,96; Dauer 3 Std.) 0,3512 g gaben 0,0913 g AgJ. Gef. 10,20°/, ber. 10,41°» 
(HJ1,96; » 3 » )0,2421> » 0,0633>AgJ. » 10,27%, » 10,41°% 





1) Jahresbericht Geisenheim, 1908, S. 150. 
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Reiskleie-Fett (fest). 
(HJ 1,96; Dauer 3 Std.) 0,3637 g gaben 0,0000 g AgJ. Gef. Glycerin abwesend 
(HJ 1,96; » 3 » )0,2474> » 0,0000>AgJ. >» > > 


Reiskleie-O1 (flissig). 

(HJ 1,96; Dauer 3 Std.) 0,3264 g gaben 0,0138 g AgJ. Gef. 1,67°/o Glycerin 
(HJ 1,96; » 3 » )0,2900> » 0,0126> AgJ. » 1,70% > 

Aus dieser Untersuchung geht somit hervor, dafi der 
feste Anteil, das Reiskleie-Fett, absolut kein Glycerin enthalt. 
Der fliissige Anteil, das Ol, enthalt sehr geringe Mengen von 
Glycerin, und zwar laut obigen Bestimmungen etwa 1,67 resp. 
1,70°/o. Die Annahme von selbst 1°/o Chlorophyllgehalt in 
dem stark gefirbten Ol wiirde diese Befunde nur auf etwa 
1,56 resp. 1,61°/o Glyceringehalt herabdriicken. Da das Reis- 
kleie-Ol (vgl. I. Mitteilung) etwa 91,1°/o Olsiure und Palmitin- 
siure enthdlt, so kénnen diese Sauren jedenfalls héchstens in 
ganz geringem Mafe als Glyceride darin enthalten sein. Im 
festen Fett liegen tiberhaupt keine Glyceride vor. 




































Uber ein einfaches Verfahren, die Verdaulichkeit des Cellulose- 
anteils von Pflanzenfaser, insbesondere von Holzfaser, 
schatzungsweise zu bestimmen. 

Von 


P. Waentig und W. Gierisch. 












{Mitteilung aus dem Physiologischen Institut der Tierarztlichen Hochschule zu Dresden 
Direktor: Geheimrat Prof. Dr. Ellenberger.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Marz 1918.) 







Bei der Beurteilung der Verdaulichkeit von Pflanzenfaser 
spielt die Feststellung des Verholzungsgrades eine ganz 
wesentliche Rolle.!) Es steht jetzt so ziemlich fest, daB die 
verholzte, ligninhaltige Faser unverdaulich ist, wahrend die 
von den verholzenden Substanzen befreite Zellwand dem An- 
griff der verdauenden Agentien des Pflanzenfressers im hohen 
Grade unterliegt. 

Besonders fiir die Holzarten ist der Gehalt an Lignin- 
substanzen von ausschlaggebender Wichtigkeit. Diese sind die 
hauptsiachliche, vielleicht einzige Ursache der Unverdaulichkeit 
der natiirlichen Holzfaser. Die in den letzten Jahren ausgefiihrten 
Ausnutzungsversuche mit verschiedengradig aufgeschlossenem 
Holzmateria! haben zur Evidenz erwiesen, dafi eine griind- 
liche Trennung der Ligninsubstanz von der Faser 
erforderlich ist, um ein einigermafen hochgradig 
verdauliches Material zu erhalten.?) 

Diese Trennung unter Erzielung eines fiir Futterzwecke 
brauchbaren Produktes ist unseres Wissens bisher nur durch 
Auflésen und Herauswaschen der Ligninsubstanz aus der Holz- 
faser, nicht aber durch mechanische Abtrennung mit Hilfe 




























') Vgl. Haberlandt und Zuntz, Sitzungsber. d. preu8. Akad. d. 
Wissensch. 1915, S. 699. 

*) Vgl. W. Ellenberger und P. Waentig, Deutsch. Landw. Presse 
1917, Nr. 41, 42 und Nr. 76. 
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physikalischer und chemischer Hilfsmittel (Zermiirbung)~ und 
ebensowenig durch Herauslésen (Verzuckerung) der Cellulose 
und der iibrigen verzuckerbaren Bestandteile des Holzes még- 
lich gewesen. ') 

Die allgemein tbliche Form der Futtermittelanalyse gibt 
iiber den Verholzungsgrad keine oder nur ungeniigende Aus- 
kunft. Allerdings findet bei der Entfernung der Ligninsubstanz 
eine Anreicherung der sogenannten Rohfaser statt, aus 
deren Gehaltsermittelung man also indirekt einen Schlu8 auf 
den Grad der Entfernung der sogenannten inkrustierenden 
Substanzen ziehen kénnte. Die tiblichste dieser Rohfaserbe- 
stimmungsmethoden, die sogenannte Weender-Methode, ver- 
sagt jedoch durchaus bei der Untersuchung des Holzes, weil 
sie die Inkrusten nicht vollstindig zu entfernen gestattet. Man 
miibte zu einer der zahlreichen Reincellulosebestimmungs- 
methoden greifen, tiber deren Auswahl erst eine Ubereinkunft 
zu treffen wire, da sie abweichende Ergebnisse liefern.2) Aber 
auch derartige Bestimmungen, die iibrigens eine nicht ganz 
einfache, analytische Aufgabe darstellen, kénnen fiir sich iiber 
die Verdaulichkeit und den event. Nahrwert eines rohfaser- 
reichen Futters nichts aussagen, und zwar aus folgenden 
Griinden: Vergleichbare Bestimmungen setzen némlich einen 
gleichen oder ahnlichen Zustand der Faser, an der sie gemacht 
werden, voraus. Dieser ist zwar bei einer bestimmten Art 
natiirlicher Faser im allgemeinen gegeben, nicht aber, wenn 
es sich um verschiedenartige Faser handelt, die obendrein 
noch einer verschiedenartigen und verschiedengradigen Be- 
arbeitung unterzogen wurde. Es ist hinreichend bekannt, dab 
die Cellulose bei AufschlieBungsprozessen, die auf eine Be- 
freiung der Faser von den Inkrusten hinzielen, haufig nicht 
vollig unversehrt bleibt, sondern Veranderungen erleidet, unter 


') Vgl. die vorstehend angefiihrten Mitteilungen, ferner W. Ellen- 
berger und P. Waentig, Berl. Tierarztl. Wochenschr. Nr. 8, 36 u. 37 
(1917), v.d. Heide, Steuber und Zuntz, Deutsche Landw. Presse 1918, 
Nr. 12, A. Stutzer, Landw. Versuchsstationen, Bd. 87, S. 228. 

*) Vgl. C.G. Schwalbe, Die Chemie der Cellulose, Bd. 2, S. 613 ff. 


(1911). 
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denen wohl Oxydation und Hydrolyse die wichtigsten sind. 
Solche Cellulosen werden sich den analytischen Prozessen 
gegeniiber anders verhalten als natiirliche Cellulose, ohne not- 
wendigerweise an Nihrwert einzubiifen. Es werden geringere 
Gehalte an Cellulosematerial vorgetiiuscht werden, als tatsachlich 
vorhanden sind. Ferner ist zu bedenken, dali ganz abgesehen 
von den in der Holzfaser enthaltenen, geringen Mengen von Ei- 
wei und Starke, welche allerdings bei den in Rede stehenden 
AufschlieBungsverfahren unverdaulich gemacht oder entfernt sein 
diirften und daher nicht in Betracht kommen, die natiirliche 
Holzfaser einen nicht unerheblichen Anteil an Kohlehydrat 
enthalt,!) der wahrscheinlich nicht nur nicht die Verdaulichkeit 
der Cellulose in der Faser beeintrachtigt, sondern als solcher 
einen gewissen Nihrwert besitzt.2) Dieser Anteil wird natiirlich 
bei der Reincellulosebestimmung nicht beriicksichtigt. 

Es sind bei teilweiser oder volliger Aufschliefung der Holz- 
faser u. a. folgende Fille denkbar: 1. Es wird der Kohlehydrat- 
anteil des Holzes teilweise oder vollstindig gelést und entfernt, 
ohne da8 Lignin oder Cellulose entfernt werden. Die Folge 
ist ein Ansteigen des Rohfaser- und Cellulosegehaltes, ohne daf 
die Verdaulichkeit oder der Nahrwert des Produktes wachsen ; 
im Gegenteil, diese werden geringer werden. 2. Es wird Kohle- 
hydratanteil und Lignin teilweise und gleichzeitig entfernt: hier 
wird zwar im allgemeinen das Ansteigen des Rohfaser- und 
Cellulosegehalts mit einer Steigerung der Verdaulichkeit ver- 
bunden sein, aber der auf Grund des Cellulose- bezw. Rohfaser- 
gehalts erwartete Effekt diirfte leicht den tatsachlichen tiber- 
treffen. 3. Es wird der Celluloseanteil gleichzeitig angegriffen 
und in eine ldslichere Form iibergefiihrt. Die Folge wird sein, 
dafi ein scheinbar zu geringer Cellulosegehalt eine zu un- 
giinstige Beurteilung des Futters herbeifiihrt. 4. Es wird das 
Lignin vollstandig entfernt, was stets wohl mit einem gleich- 
zeitigen Verlust an Kohlehydrat und Cellulose verbunden sein 





1) Nadelholz kann bis 15°jo, Laubholz 20°o und noch mehr Holz- 
gummi enthalten. 

*) Vgl. z. B. auch die neueren Untersuchungen von Rubner, Archiv 
f. Anat. u. Physiol., Jahrg. 1915, S. 257 (1916). 
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diirfte: Erst jetzt wird — aber auch nur, wenn der Auf- 
schlieBungsprozeB so geleitet ist, daf die Hauptmenge der 
Cellulose nicht verdindert wird — ein hoher Rohfaser- bezw. 
Cellulosegehalt einer hohen Verdaulichkeit entsprechen. 


In der Tabelle I sind einige Versuche an verschieden- 
artigem Holzfasermaterial zusammengestellt, das in Hinsicht 
auf seine Verdaulichkeit im Ausnutzungsversuch am Pferd im 
hiesigen Physiologischen Institut gepriift wurde. Die Tabelle 
veranschaulicht deutlich die Unzweckmabigkeit der Heran- 
ziehung der W eender-Rohfaserbestimmung zur Beurteilung der 
Verdaulichkeit von Holzpraparaten, la8t aber auch erkennen, 
dafi die Bestimmung der Reincellulose ebensowenig zum ge- 
wiinschten Ziele fiihrt.') 


Tabelle I. 


Weender- |Reincellulose, Ljgnin- | Verdaulich- 
nach Hoff- nities keit der 
meister 7 Rohfaser 
%/o lo %o 
| 48.59 | sofort stark 
|  positiv 


48,09 | — desgl. 


Holzart Rohfaser | 


0! 
{9 





Unverindertes * 
a | 67,58 
Fichtenholz I 








Unverindertes | 69.88 | 
Fichtenholz II | | 


| 
| 
iad 
| 
4 


Unveriindertes 


ape desgl. 
Kiefernholz ° 


3 ie ‘etwas undeutl. | 
Fichtenholzbraun- | ' e infolge der 10.3 
schliff st Braunfirbung, i 

mA = sonst wie oben 








Mit Salzséure teil- | . poms 
mine we ’ ot gr aber stark ge- x 
weise verzuckertes | 61,54 ashaaiaee 11,5 


Holz | (inhomogen) 








') Zur Bestimmung der Reincellulose bedienten wir uns der von 
Rubner neuerdings bei seinen Celluloseverdauungsversuchen mit Birken- 
holz angewendeten Methode von Hoffmeister. Diese Methode liefert im 
Vergleich zu anderen etwas zu niedrige Werte, was offenbar damit zu- 
sammenhangt, dafv bei der Behandlung geringe Anteile der Cellulose mit 
fortgelist werden. 


*) Nach C. G. Schwalbe. l.c. 
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Tab. I (Fortsetzung). 
































Weender- |Reincellulose) Lignin. | Verdaulich- 
Holzart | Rohfaser |28¢h Hoff-| cotton keit der 
| meister | | Rohfaser 
%/o | %o | %o Fo 
+ Ktobalk | selbst nacl 
Mit Atzkalk 7133 | 5466 | yon | uny — 
behandeltes Holz | Stehen negativ | bis 3,4 
— cing xccih, Se a i Saliiuas 
Mit Natronlauge | 692 | 52,09 desgl. | 138 
behandeltes Holz | | | | 
— iY - ae he a 
Mit Natronlauge 78,15 63,35 desgl. | 10,6 
behandeltes Holz II | 
bee waa ~2 ee | a 
Natronzellstoff I 76,43 | 77.02 schwach | 87,9 
(Fichte) | positiv | 
Natronzellstoff II | $2.07 82.80 sehr schwach| 84.3 
(Kiefer) ' | positiv | : 
Saenisieannes CREE Gan 1. on 
Sulfitzellstof 1 | 79,53 | 77,53 j8anzschwach) gq 
| | positiv | 
Sulfitzellstof I | 66,46 75,83 | desgl. | 876 
| | 





Nach dem Vorangegangenen diirfte klar sein, daf fiir 
eine Beurteilung der Verdaulichkeit von Holzfaser und von 
Pflanzenfaser tiberhaupt wesentlich ist die Ermittelung 
der ihre Verdaulichkeit verhindernden Bestandteile, 
unter denen bei Holzpriparaten insbesondere die Lignin- 
substanzen in Betracht kommen. 

Die in der Literatur vorgeschlagenen qualitativen und quan- 
titativen Verfahren zur Bestimmung des Verholzungsgrades 
diirften fiir den vorliegenden Zweck ungeeignet sein. Die von 
Benedikt und Bamberger!') ausgearbeitete Methode zur Be- 
stimmung des in der Holzfaser vorhandenen Methoxyls mit Hilfe 
von Jodwasserstofisaure ist nach dem Jjetzigen Stand unserer 
Kenntnis am geeignetsten, einen sicheren Mafstab fiir den Ver- 
holzungsgrad zu gewahren. Sie ist aber ziemlich umstiandlich 
und zeitraubend und kiéme nur als Kontrolle fiir das von uns 


1) Monatshefte fiir Chemie, Bd. 11, S. 260 (1890). 
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im folgenden vorgeschlagene Verfahren in Betracht. Dem von 
Cross, Bevan und Briggs') vorgeschlagenen Verfahren, durch 
Bestimmung des Phloroglucinabsorptionsvermégens den Ver- 
holzungsgrad festzustellen, diirfte zwar auch eine echte Lignin- 
reaktion zugrunde liegen, doch hat es, wie schon eine neuer- 
liche Priifung der Methode durch E. Ungar?) gezeigt hat, seine 
erheblichen Mangel. Trotzdem haben wir das Verfahren auf einen 
grofen Teil des uns vorliegenden Versuchsmaterials angewandt.*) 
Die dabei erhaltenen Resultate sind in den Tabellen II u. III an- 
gegeben. Man erkennt leicht, daf das Verfahren fiir den vor- 
liegenden Zweck wenigstens hinsichtlich der Holzproben unge- 
niigend ist. Der Hauptgrund dafiir diirfte, abgesehen von den von 
Ungar angefiihrten Mangeln, darin liegen, dai sich auf diesem 
Wege nur vergleichbare Ergebnisse erzielen lassen, wenn eine 
vollig gleichmiafige und feine Verteilung und eine geniigende 
« Reinigung» des Untersuchungsmaterials vorausgegangen ist. Die 
bekannten, von Wiesner aufgefundenen Farbreaktionen mit or- 
ganischen Basen und Phenolen, welche nach dem jetzigen Stand 
unserer Kenntnisse der Lignocellulosen ihre Entstehung einem 
nur akzessorischen Bestandteile der verholzten Faser, dem Triiger 
der Carbonylgruppe verdanken, insbesondere die vielfach so 
brauchbare Reaktion mit Phloroglucinsalzsiiure, besitzen neben- 
bei den Ubelstand, daB sie fiir stirker gefiirbte Objekte schlecht 
verwendbar sind. Besonders hervorzuheben ist vor allen Dingen, 
daB durch gewisse chemische Eingriffe die Ligninsubstanz so 
verindert wird, daf die fiir die Phloroglucinsalzsiurereaktion 
charakteristische Rotfarbung nicht mehr auftritt, ohne aber 
— und dies ist hier fiir die in Frage kommenden Zwecke 
wesentlich — dafi das Fasermaterial seine Unverdaulichkeit 
verloren hat. Ein Blick auf die vorhin erwahnten Tabellen wird 
diese Behauptung bestitigen und erliutern, wie er ebenso 
zeigt, daB die hochgradig aufgeschlossene und daher auch 
hochgradig verdauliche Sulfitcellulose in ungebleichtem Zu- 








1) Bericht der deutsch. chem. Gesellsch., Bd. 40, 5. 3119 (1907). 

2) Dissert. Ziirich 1914. 

3) Dabei richteten wir uns streng nach den Ausfithrungsbestim- 
mungen, vgl. C. G. Schwalbe, Die Cellulose, S. 638. 
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stand immer noch eine deutlich erkennbare, wenn auch ge- 
ringe Rotfairbung mit Phloroglucinsalzsaure liefert. 


Man wird also zwar bei einer deutlich positiven 
Phloroglucinreaktion einer Holzfaserprobe mit einer un- 
gentigenden AufschlieBung und infolgedessen mit einer ge- 
ringgradigen Verdaulichkeit derselben zu rechnen haben. 
Es ist aber nicht berechtigt, aus dem Fehlen der Phloroglucin- 
salzsdurereaktion schliefen zu wollen, dai es sich um ein 
gut aufgeschlossenes und daher hochgradig verdauliches 
Material handelt; und dazu kommt, wie gesagt, dafi andererseits 
eine sehr geringfiigige positive Reaktion, wie sie beispielsweise 
Sulfitcellulose und gewisse Kraftstrohproben noch zeigen, mit 
Riicksicht auf die Verdaulichkeit des Produktes von geringem 
Belang ist. Die qualitative Reaktion, die auf der Rotfarbung 
von mit Chlor behandelter verholzter Faser beruht, wenn man 
sie mit Sulfitlosung behandelt, die sog. Miulesche Reaktion mit 
Permanganat und Ammoniak, die Reaktion mit rotem Blut- 
laugensalz und Ferrichlorid erweisen sich fiir vorliegende Zwecke 
als zu empfindlich, indem sie noch bei Natron- und Sulfit- 
zellstoff und bei hochgradig verdaulichem Strohstoff stark posi- 
tive Reaktion liefern, wahrend andererseits beispielsweise die 
Miéulesche Reaktion bei Nadelholz tiberhaupt versagt.!) Die 
erstgenannte Probe hat allerdings vor der Phloroglucinprobe 
den Vorzug, dafi sie bei mit Alkalien behandeltem Holz, auch 
wenn es nur geringgradig aufgeschlossen wurde, auftritt. 


Beim Suchen nach einer einfachen Methode, schnell 
und naherungsweise ein MaB fiir die in einem Holzfaser- 
materiale vorhandenen, nicht verzuckerbaren, daher unver- 
daulichen und die Verdauung der wertvollen Bestandteile 
hindernden Substanzen zu erhalten, kamen wir darauf, das 
Chlorbindungsverm6gen in Betracht zu ziehen. Wenn man 
Chlor auf Holzfaser einwirken laBt, so wird zuniichst fast aus- 
schlieBlich das Lignin, welches in der Faser enthalten ist, an- 
gegriffen, und der jeweilig vorhandenen Menge Lignin entspricht 
eine bestimmte Menge Chlor, die hierbei verbraucht wird. Die 





1) S. a. E. Ungar, Dissertat. Ziirich 1914. 
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Wirkung von Chlor auf verholzte Faser ist zuerst von Cross 
und Bevan!) bei der Chlorierung von Jute untersucht worden. 
Nach ihrer Ansicht handelt es sich hierbei um die Substitution 
von 4 Wasserstoffatomen in einem aromatischen Kern, welcher 
dem Ligninkomplex zugehdrt, unter Bildung eines Chinon- 
chlorids. Bei anderer verholzter Faser scheint die Reaktion 
aihnlich zu verlaufen, nur daf hier die Menge der gebildeten 
Salzsiure groéfer ist, als man nach dem einfachen Sub- 
stitutionsprozeBh erwarten sollte, woraus sich schliefen laft, 
daB auch noch Oxydationsvorginge stattfinden. Doch ist die 
Sachlage noch nicht vollig geklart. Den praktischen Zweck 
dieser Untersuchung im Auge soll an dieser Stelle nicht naher 
hierauf eingegangen werden. Nur soviel sei bemerkt, da8 wir 
den Ausfiihrungen von Heuser und Sieber?) nicht in jeder 
Beziehung beipflichten konnen. 

Wenn man z. B. durch eine mit einer bestimmten Menge 
der feuchten Holzfaser gefiillte und tarierte Gaswaschflasche 
einen langsamen Strom feuchten Chlors leitet, bis keine er- 
hebliche Gewichtszunahme mehr stattfindet, so kann man leicht 
aus der eintretenden Gewichtszunahme durch erneute Wagung 
die Menge Chlor ermitteln, die zu dem oben erwahnten Vor- 
gang gebraucht wird, da unter Einhaltung der erwiéhnten Be- 
dingungen (Verwendung feuchten Chlorgases, langsames Ein- 
leiten, Anwendung geniigend feuchten Fasermaterials) merkliche 
Verluste durch Wasserabgabe und Verluste durch Verdampfen 
von durch Oxydation bezw. Reduktion entstandenen fliichtigen 
Sauren vermieden werden kénnen und auch Nebenreaktionen, 
wie sie infolge zu starker Erwaérmung bei stark ligninhaltigem 
Material und bei Anwendung trockener Faserstoffe eintreten 
kénnen, zu vermeiden sind. Die Dauer der Chlorierung hangt 
in erster Linie von dem Ligningehalt, aber auch von der 
sonstigen Beschaffenheit des Untersuchungsmaterials ab. Fiir 
unverindertes Holz bedarf es einer Chlorierung von 

') Cross und Bevan, Besearches on Cellulose I, S. 95, 102ff. 
194 ff. (1895). 

7) s. die Anmerkung auf folgender Seite. 
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mehreren Stunden, bis eine annihernde Gewichtskonstanz er- 
reicht ist, welche die Beendigung des Chlorierungsvorgangs 
anzeigt. Es ist nicht erforderlich, daf das Material sehr fein 
verteilt ist, ein Feinheitsgrad von der Art groberen Siigemehls 
geniigt. Wesentlich ist, daB das Material gut durchfeuchtet 
ist, ohne daB jedoch Wasser aus dem Material heraustritt. 
Hierzu bedarf es einer Wassermenge von 20 bis 25 ccm auf 
10 g lufttrockenes Material, je nach dem Aufsaugungsvermégen 
des Untersuchungsobjektes. Die auftretende Gewichtskonstanz 
ist keine absolute. Bei fortgesetztem Einleiten von Chlor 
nimmt die aufgenommene Chlormenge weiterhin lang- 
sam, aber standig zu. Dies liegt daran, daf letzte Reste 
der Ligninsubstanzen erst ganz allmahlich von der Chlorierung 
ergriffen werden, ferner aber daran, dai auch die verzucker- 
baren Anteile der Faser allméhlich einer Einwirkung des Chlors 
unterliegen.!) Wesentlich erscheint fiir die Erzielung vergleich- 
barer und reproduzierbarer «Chlorzahlen», dafi die Chlorierung 
etwa bei Zimmertemperatur vorgenommen wird. Starke Selbst- 
erwarmung infolge zu raschen Einleitens von Chlor oder An- 
wendung von trockenem Material bedingt Nebenreaktionen, zu 
tiefe Temperaturen verlangsamen die bei derartigen Vorgiingen 
sehr wesentlichen Diffusionsvorginge. 

Zur Bestimmung der Chlorzahl, worunter also 
die Gewichtszunahme in Prozenten zu verstehen ist, 
die berechnet auf Trockensubstanz das Untersuchungs- 
material erfahrt, wenn man es in der angegebenen Weise der 
Einwirkung eines Chlorstromes aussetzt, verfahren wir, wie 
folgt: 

10 g des in der angegebenen Weise angefeuchteten 
Materials werden in eine weithalsige Gaswaschflasche, die mit 
einem Schliff versehen ist, eingebracht, die Flasche wird tariert 
und unter Zwischenschaltung eines mit nassen Bimsteinstiicken 
gefillten sog. Trockenturmes und eines Gasblasenzihlers mit 
einem Chlorentwicklungsapparat in Verbindung gesetzt; darauf 


") Vgl. hiertiber auch E. Heuser und R. Sieber, Zeitschr. fiir an- 
gewandte Chemie, Bd. 26, S. 801 (1913). 
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Wirkung von Chlor auf verholzte Faser ist zuerst von Cross 
und Bevan!) bei der Chlorierung von Jute untersucht worden. 
Nach ihrer Ansicht handelt es sich hierbei um die Substitution 
von 4 Wasserstoffatomen in einem aromatischen Kern, welcher 
dem Ligninkomplex zugehoért, unter Bildung eines Chinon- 
chlorids. Bei anderer verholzter Faser scheint die Reaktion 
ihnlich zu verlaufen, nur daf hier die Menge der gebildeten 
Salzsaure grofer ist, als man nach dem einfachen Sub- 
stitutionsprozeBh erwarten sollte, woraus sich schlieben laft, 
daf auch noch Oxydationsvorginge stattfinden. Doch ist die 
Sachlage noch nicht vollig geklart. Den praktischen Zweck 
dieser Untersuchung im Auge soll an dieser Stelle nicht naher 
hierauf eingegangen werden. Nur soviel sei bemerkt. dai wir 
den Ausfiihrungen von Heuser und Sieber?) nicht in jeder 
Beziehung beipflichten konnen. 

Wenn man z. B. durch eine mit einer bestimmten Menge 
der feuchten Holzfaser gefiillte und tarierte Gaswaschflasche 
einen langsamen Strom feuchten Chlors leitet, bis keine er- 
hebliche Gewichtszunahme mehr stattfindet, so kann man leicht 
aus der eintretenden Gewichtszunahme durch erneute Wagung 
die Menge Chlor ermitteln, die zu dem oben erwahnten Vor- 
gang gebraucht wird, da unter Einhaltung der erwiéhnten Be- 
dingungen (Verwendung feuchten Chlorgases, langsames Ein- 
leiten, Anwendung geniigend feuchten Fasermaterials) merkliche 
Verluste durch Wasserabgabe und Verluste durch Verdampfen 
von durch Oxydation bezw. Reduktion entstandenen fliichtigen 
Sauren vermieden werden kénnen und auch Nebenreaktionen, 
wie sie infolge zu starker Erwarmung bei stark ligninhaltigem 
Material und bei Anwendung trockener Faserstoffe eintreten 
kOnnen, zu vermeiden sind. Die Dauer der Chlorierung hangt 
in erster Linie von dem Ligningehalt, aber auch von der 
sonstigen Beschaffenheit des Untersuchungsmaterials ab. Fiir 
unverindertes Holz bedarf es einer Chlorierung von 

') Cross und Bevan, Besearches on Cellulose I, S. 95, 102ff. 
194 ff. (1895). 

7) s. die Anmerkung auf folgender Seite. 
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mehreren Stunden, bis eine annihernde Gewichtskonstanz er- 
reicht ist, welche die Beendigung des Chlorierungsvorgangs 
anzeigt. Es ist nicht erforderlich, da8 das Material sehr fein 
verteilt ist, ein Feinheitsgrad von der Art groberen Siigemehls 
gentigt. Wesentlich ist, daB das Material gut durchfeuchtet 
ist, ohne dafi jedoch Wasser aus dem Material heraustritt. 
Hierzu bedarf es einer Wassermenge von 20 bis 25 ccm auf 
10 g lufttrockenes Material, je nach dem Aufsaugungsvermégen 
des Untersuchungsobjektes. Die auftretende Gewichtskonstanz 
ist keine absolute. Bei fortgesetztem Einleiten von Chlor 
nimmt die aufgenommene Chlormenge weiterhin lang- 
sam, aber standig zu. Dies liegt daran, dab letzte Reste 
der Ligninsubstanzen erst ganz allmahlich von der Chlorierung 
ergriffen werden, ferner aber daran, dai auch die verzucker- 
baren Anteile der Faser allmahlich einer Einwirkung des Chlors 
unterliegen.!) Wesentlich erscheint fiir die Erzielung vergleich- 
barer und reproduzierbarer «Chlorzahlen», dai die Chlorierung 
etwa bei Zimmertemperatur vorgenommen wird. Starke Selbst- 
erwarmung infolge zu raschen Einleitens von Chlor oder An- 
wendung von trockenem Material bedingt Nebenreaktionen, zu 
tiefe Temperaturen verlangsamen die bei derartigen Vorgiingen 
sehr wesentlichen Diffusionsvorgange. 

Zur Bestimmung der Chlorzahl, worunter also 
die Gewichtszunahme in Prozenten zu verstehen ist, 
die berechnet auf Trockensubstanz das Untersuchungs- 
material erfahrt, wenn man es in der angegebenen Weise der 
Einwirkung eines Chlorstromes aussetzt, verfahren wir, wie 
folgt: 

10 g des in der angegebenen Weise angefeuchteten 
Materials werden in eine weithalsige Gaswaschflasche, die mit 
einem Schliff versehen ist, eingebracht, die Flasche wird tariert 
und unter Zwischenschaltung eines mit nassen Bimsteinstiicken 
gefiillten sog. Trockenturmes und eines Gasblasenzihlers mit 
einem Chlorentwicklungsapparat in Verbindung gesetzt; darauf 

') Vgl. hiertiber auch E. Heuser und R. Sieber, Zeitschr. fiir an- 
gewandte Chemie, Bd. 26, S. 801 (1913). 
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wird ein langsamer Strom von Chlor durch die Masse hin- 
durchgeleitet. Nach je einer halben Stunde wird die Gewichts- 
zunahme der von iiberschiissigem Chlorgas befreiten Flasche 
mit Hilfe einer Hundertstelgramm genau angebenden Wage 
bestimmt und das Einleiten so oft wiederholt, als die Gewichts- 
zunahme noch betrichtlich ist. Bei den meisten Materialien 
ist dieser Zustand nach ein- bis zweistiindigem Einleiten er- 
reicht. In einzelnen Fallen bei hartem, harzhaltigemn Holz in 
nicht sehr feiner Verteilung ist die Grenze der Siattigung un- 
scharf, weil offenbar die Diffusion erschwert ist, doch handelt 
es sich in solchen Fallen um sehr ligninreiche Faser mit Chlor- 
zahlen von etwa 45°/o, die sich hierdurch schon in geniigender 
Weise als unverdaulich charakterisiert. Die endgiiltig einge- 
tretene Gewichtszunahme entspricht der in Reaktion getretenen 
Menge Chlor. Die Verluste durch Entweichen von Wasser- 
dampf und der durch die Einwirkung des Chlors gebildeten 
fliichtigen Séuren sind beim Arbeiten in der angegebenen 
Weise unwesentlich. Eine kleine Korrektur ist fiir die von 
dem Wasser aufgenommene Chlormenge zu machen, die sich 
leicht angeben léft, wenn man_ bericksichtigt, daB 100 ccm 
Wasser von Zimmertemperatur 0,7 g Chlor bei Sittigung auf- 
nehmen. 

Es ist tibrigens das Bestreben auch dahin gegangen, 
dem Verfahren eine mabanalytische Grundlage zu geben, 
doch scheiterten die bisherigen Bemiihungen in dieser Richtung 
an der geringen Léslichkeit des Chlors im Wasser und den 
sich hieraus ergebenden Schwierigkeiten. Vielleicht diirfte 
hierfiir der Ersatz von Chlor durch Brom am Platze sein, 
das, wie wir feststellten, in fast &quivalenter Menge von der 
verholzten Faser aufgenommen wird, oder die Verwendung von 
Hypochlorit- oder Chlorkalklésung. Wir sind mit der Priifung 
eines derartigen Verfahrens noch beschiiftigt. 

In der beigefiigten Tabelle II sind nun eine grdSere An- 
zahl bearbeiteter und unbearbeiteter Nadelholzproben 
zusammengestellt, die zum grdéften Teil einerseits im Aus- 
nutzungsversuch am Pferd auf den Grad der Verdaulichkeit 
der in ihnen enthaltenen Rohfaser hin geprift wurden und von 
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Tabelle II. 











a 7 | a & — [Phlorogiacin 
Holzart | Chlorzahl | ae vq der 

| | | Trockensub- 
| | %o | — stanz 

| 

Braunschliff . ; | 53.8 | 10.3 | 9,12 
> ce | 46,7 | 227 | 4,90 
Fichtenholz I... ........./ 475 | - | 7,17 
Rs. sg st ee ee ee “a ca. 47,0 | — | 5,28 
Bearbeitetes Kiefernholzmehl I . | 46.6 | anverdaulich | 4,07 
, : H..../ea470| 34 | 459 
‘ It | 434 | 138 | 3,79 
, : IV...| 448 | 106 | 1,56 
» : V....| 486 | 68 | 2,73 
' > We acs | 313) 41,2 | 2,84 
' VIL...) 267 | 452 | 283 
: , VII. . -/| 222 | 685 | 2.39 
° , Mm...) OF | ep | 1,34 
, X..../ 190 | 784 | 260 
. ' XI...) 130 | 925 | 0,54 
Sulfitzellstof I ........... 132 | 809 | 1,06 
, OS . 4k-ws » ae | 87.6 | 1,12 
Natronzellstoff I (Fichte). ....../ 117 | 879 | Of1 
: HW (Kiefer)... ....| 98 | 8&3 | 0,06 


denen andererseits die Chlorzahl festgestellt wurde. Die Proben 
sind ungefahr nach der Hohe der Chlorzahl geordnet, und man 
erkennt leicht, dai bis auf wenig geringfiigige Ausnahmen 
Chlorzahl und Unverdaulichkeit im gleichen Sinn 
zu- bezw. abnehmen. Die ungebleichten, technischen End- 
produkte der Holzzellstoffgewinnung: Natronzellstoff und Sulfit- 
cellulose stehen an dem einen Ende der Reihe mit niedrigsten 
Chlorzahlen und héchster Verdaulichkeit, unveriindertes Nadel- 
holz und einige vollig ungentigend technisch aufgeschlossene 
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Produkte am anderen Ende. Daf das unveranderte Nadelholz 
und der sogen. Braunschliff eine héhere Chlorzahl bei gleich- 
grofer oder hodherer Verdaulichkeit aufweisen als einige be- 
arbeitete Holzproben, liegt einerseits daran, dafi bei gering- 
gradigem Aufschlub zunichst neben dem Lignin auch in groferer 
Menge leicht verdauliche Anteile der Holzfaser entfernt werden, 
sodafs zunichst ein der beabsichtigten Wirkung entgegen- 
gesetzter Erfolg gezeitigt wird, d. h. ein Riickgang der Ver- 
daulichkeit eintritt. Die feinere Verteilung des Schliffmaterials 
kann nicht als Ursache fiir die gesteigerte Chloraufnahme an- 
gesehen werden: Weilfschliff, der bekanntlich im geringeren 
Mafe als der Braunschliff einer Auslaugung unterworfen wird, 
liefert annihernd die gleiche Chlorzah! wie gewohnliches Fichten- 
holzsagemehl. 

Deutlich scheint tibrigens aus der Art, wie Chlorzahl 
und Rohfaserverdaulichkeit sich miteinander andern, hervor- 
zugehen, dafi eine geringe Abnahme der Chlorzahl, mithin des 
Ligningehaltes, so gut wie keinen Einflu8 auf die Verdaulich- 
keit ausiibt, daB vielmehr die Chlorzahl, also auch der Lignin- 
gehalt erheblich abnehmen mu, damit ein nennenswerter 
praktischer Effekt erzielt wird. Die daraus sich ergebenden 
SchluBfolgerungen darzulegen, mu8 unterbleiben. 

Ubrigens scheint andererseits die vollstindige Ent- 
fernung des Lignins zur Erzielung eines Verdaulichkeits- 
grades von 80°/o der Rohfaser und mehr nicht erforderlich 
zu sein, wie aus dem immer noch betrachtlichen Chlorbindungs- 
vermOgen der Holzzellstoffproben hervorgeht, dem ja auch bei 
den Sulfitcelluloseproben eine deutliche, wenn auch schwache 
Ligninreaktion entspricht.!) 

Reinere Celluloseproben wie Baumwollcellulose, reine 
Flachscellulose, reines Filtrierpapier mit einem Reincellulose- 
gehalt von 98°/o liefern erheblich niedrigere Chlorzahlen, 
namlich 1,3, 2,2 bezw. 3,8. 


') Dasselbe Verhalten zeigen tibrigens die untersuchten Strohstoff- 
proben. Auch diejenigen, deren Rohfaser 90—100°/o verdaulich ist, liefern 
eine schwach positive Ligninreaktion, der auch hier ein noch immer. merk- 
liches Chlorbindungsvermégen entspricht. 
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Auf Grund von Tabelle Il diirfte jedenfalls zu folgern 
sein, da bei Verfahren, die auf eine Befreiung der Holzfaser 
von der Holzsubstanz abzielen, die Chlorzahl des fertigen 
Produktes auf etwa 30 heruntergedriickt werden mub, 
um zu einem mittelmafig ausnutzbaren Cellulosefutter 
zu gelangen, dafi aber zur Erzielung hochgradig verdau- 
lichen Materials die Chlorzahl auf etwa 20 und weniger 
sinken mubB. 

Wie gesagt, handelt es sich in der eben diskutierten 
Zusammenstellung ausschlieBlich um Nadelholz und zwar um 
Kiefer und Fichte. Wir haben noch die Chlorzahlen einiger 
anderer Holzer ermittelt und festgestellt, dal sie nicht sehr 
viel von den Zahlen fiir Nadelhoiz entfernt liegen. Naturgemiif 
fallen die Zahlen fiir Laubhdélzer etwas niedriger aus, was 
einerseits mit ihrem teilweise etwas hédheren Gehalt an Cellu- 
lose, andererseits damit zusammenhingt, dali ein grOferer 
Teil der nichtcelluloseartigen Bestandteile nicht ligninartige 
Beschaffenheit besitzt, insbesondere dafii der Holzgummigehalt 
bei diesen Holzern ein hoherer ist. Holzgummi aber wird, wie 
ein Versuch mit isoliertem Buchenholzgummi zeigte, unter 
den Versuchsbedingungen, die zur Ermittelung der Chlorzahlen 
in Anwendung kommen, wenig von Chlor angegriffen. 

Es wurden gefunden als Chlorzahlen fiir 2 Proben Pappel- 
holz 36,2 und 37,0°/o, fiir eine Probe Birkenholz 42,0%/o, fiir 
3 Proben Buchenholz 35,0, 37,9 und 39,0°/o, fiir Eichenholz 
43,4°/o, fiir eine Probe Erlenholz 43,4°/o, wihrend eine Probe 
Tannenholz den Wert von 47,4°/o ergab. Untereinander streng 
vergleichbar sind diese Zahlen nicht, da Alter, Jahreszeit der 
Gewinnung, Herkunft und morphologische Zugehdorigkeit nicht 
bekannt waren. 

Mit aufgeschlossenen LaubhGlzern ist fast nicht 
gearbeitet worden, es ist aber kaum anzunehmen, dab 
die Verhaltnisse hinsichtlich der Beziehung zwischen Chlor- 
bindungsvermOgen und Verdaulichkeit hier sehr wesentlich 
anders liegen. 

Es fragt sich nun, ob die Chlorzahl auch fiir anderes 
Pflanzenfasermaterial zur Feststellung des wahrschein- 
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lichen Verdaulichkeitsgrades herangezogen werden kénnte, ins- 
besondere fiir Stroh. 

Hierfiir liegt tibrigens ein so dringliches Bediirfnis nicht 
vor, da im Laboratorium von Emil Fischer kiirzlich einfache 
Prifungsverfahren fiir Kraftstrohuntersuchungen 
ausgearbeitet worden sind, die zur Orientierung ausreichen 
diirften. ') 

Ferner ist zu beriicksichtigen, daB die geringgradige Ver- 
daulichkeit des Strohs nicht ausschlieBlich auf seiner Verholzung 
zu beruhen scheint, sondern daf} Inkrustationsprozesse anderer 
Art wie die sogenannte Kutinisierung und die Verkieselung dabei 
eine betriichtliche Rolle spielen. Was die bekannten Farb- 
reaktionen zur Feststellung des Verholzungsgrades anlangt, so 
gilt hier das fiir die Priifung der Holzfaser Bemerkte. Dazu 
kommt, dab infolge der oben erwahnten Kutinschicht die Farb- 
reaktionen gerade bei unverandertem Stroh nur allmahlich und 
unvollkommen zustande kommen. Auch die Crosssche Methode 
eignet sich nicht fiir Vergleichszwecke. 

In der folgenden Tabelle III sind die Ergebnisse zusammen- 
gestellt, die mit einer Anzahl Naturstrohproben einerseits und 
sogen. Kraftstrohproben andererseits, die durch Behandeln von 
Stroh mit Alkalien auf verschiedene Weise hergestellt waren, 
erhalten wurden. Die Chlorzahlen fiir Naturstroh, von 
dem noch eine gréfere Zahl weiterer Proben untersucht 
wurde, weichen nicht sehr erheblich voneinander ab. Es ergab 
sich ein Mittelwert von 31,8. Bei gut aufgeschlossenem 
Stroh dagegen sinkt die Chlorzahl unter 20, meist unter 
15°/o*) herab, wihrend sie bei mittelmafig aufgeschlossenen 
Proben mit einem mittleren Verdaulichkeitsgrad Be- 
trige iiber 20°/o annimmt. Nur eine einzige der unter- 
suchten Proben verhielt sich abweichend. Es ist die nach 


') Vgl. auch F. Mach und P. Lederle, Landw. Versuchsstationen, 


Bd. 90, S. 269. 

*) Zwei aus Leipzig uns iibersandte Strohstoffproben lieferten Chlor- 
zahlen von 11,9 und 8,2; 2 Proben aus Braunsdorf 12,3 und 14,7; eine 
Probe von Rittergut Meding, die offenbar gering gradiger aufgeschlossen 


war, 17,1. 
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Tabelle III. 
a _ See 

















| Verdau- | |Phloroglucin. 
lichkeit d.| ,;._- | absorption in 
S o 0/. de 
Strohart | Chlorzahl, Sealine | Ligninprobe a Te 
| | lo | stanz 
| | ls fort stark | 
Strohprobe | | 283 | 45,4 peer e aK | 4,05 
| | positiy | 
Strohprobe II | 30,3 | 402 |° desgl. 3,83 
| | | | 
: ao ba | aeatics | ope 
. . | 9 —=9 | aeu 1c l t 
Strohstoff L. | 24,0 | 2,1 | positiv | 0,84 
aidan nals a laiiel - | | 7 7 nach einigen | _. 
Strohstoff Nossen =, 20,1 | 944 Nui *Dtwache| 0,72 
| | Rotfarbung 
, | | | | 
J Misc — i 
eS | 18,7 ! 74.3 | desgl. | 1.09 
isan: tall ‘wai . 3 l 
Strohstoff Roslau a.E. | 135 | 786 | — desgl. | 0,83 
ee i pe we nt | 
Strohstoff Dahlem | = 11,5 | 87,2 | desgl. 1,68 
2 : | nn 
Strohstoff Dresden | 10,8 | bis 100 | desgl. 1,35 


ihrem Herkunftsort mit Nossen bezeichnete Strohstoffprobe, 
die trotz einer selr guten Verdaulichkeit ein Chlorbindungs- 
vermogen von 20°/o aufweist. Diese Strohprobe war auffallend 
dunkel, fast braun gefarbt, wahrscheinlich infolge der Ein- 
wirkung hoher Temperaturen. Es hat sich in der Folge gezeigt, 
dafi derartig verindertes Stroh regelmaBig zu hohe Chlorzahlen 
liefert. Wahrscheinlieh unterliegt in dieser Weise verindertes 
Stroh leichter einer oxydierenden Wirkung des Chlors. Bei 
einer weiteren Anzahl hell gefarbter, gut aufgeschlossener 
Kraftstrohproben haben wir immer Chlorzahlen unter 20°/o 
gefunden. 

Es fragt sich endlich, ob die Bestimmung der Chlorzahl 
auch fiir die Beurteilung nach anderen Aufschliebungs- 
verfahren gewonnener Pflanzenfaserprodukte von Be- 
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deutung sein kann. Es liegt auf der Hand, daB nur solche 
Verfahren in Betracht kommen, bei denen es sich um eine 
vollige Zerst6rung oder gleichzeitige Entfernung der 
Ligninsubstanzen handelt. Daher werden sich beispiels- 
weise Strohstoffproben, welche teilweise oder ganz aufgeschlossen 
wurden, denen aber nachtriglich die eingedampfte Schwarz- 
lauge wieder zugefiigt worden ist, nur dann mit Hilfe des 
Chlorierungsverfahrens prtifen lassen, wenn man durch vor- 
herige Extraktion die Bestandteile der Schwarzlauge wieder ent- 
fernt. Es kommen fiir die Priifung auch nicht solche Produkte 
in Betracht, bei denen es auf eine bloBe mechanische Ver- 
ainderung der Faser oder auf eine Veriéinderung der ver- 
zuckerbaren Bestandteile der Faser abgesehen ist, wenn 
nicht gleichzeitig mit diesen Prozessen eine Zerstirung 
oder Entfernung der Ligninsubstanz erreicht wurde. 


Es lieB sich daher erwarten, daB mit Hilfe von Sauren 
zermiirbtes und teilweise verzuckertes Holzmaterial 
keine Abnahme der Chlorzahl erkennen lassen wiirde, wie 
ja auch die Verdaulichkeit der Rohfaser so behandelten 
Holzes keine erhebliche Veranderung zeigt. Die ver- 
holzende Substanz wird offenbar durch die Wirkung der Séure 
weder in ihren schiitzenden Eigenschaften auf die Cellu- 
lose noch in ihrem Chlorbindungsvermégen beeintrachtigt. Dem- 
entsprechend wurden auch bei der Chlorierung einer Anzahl 
nach dem Séureverfahren aufgeschlossener Holzmehlproben, 
deren Rohfaser nur geringe Verdaulichkeit aufweist,!) Chlor- 
werte gefunden, die praktisch mit den Chlorzahlen der unver- 
ainderten Holzarten identisch sind. Wir erhielten fiir drei aus 
Fichtenholz hergestellte Proben Werte von 50,3, 49,2 und 52,4 °/o, 
fiir ein aus Kiefernholz hergestelltes Produkt 49,5°/o. Die Wirkung 
des AufschluBmittels, der Salzsiéure, erstreckt sich offenbar, so- 
weit eine solche eintritt, auf die verzuckerbaren Anteile des 
Holzes, die einer partiellen Hydrolyse unterworfen werden. Der 
Ligninanteil bleibt intakt und schiitzt nach wie vor die 


') Vgl. W. Ellenberger und P. Waentig, Berl. Tierarztl. Wochen- 
schrift 1917, Nr. 8, 36 und 37. 
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nichthydrolysierten Teile der Zellwand vor dem Angriff der 
Verdauungssafte. Daf der Ligninanteil des Holzes gegen Sauren 
im hohen Grad resistent ist, ist tibrigens aus Verzuckerungs- 
versuchen zu folgern, die wir an Holzproben mit starker Salz- 
siure nach dem Vorgang von Willstatter angestellt haben. 
Man erhalt auf diese Weise die Ligninsubstanz in mehr oder 
weniger reiner Form, und diese Verzuckerungsriickstande liefern 
dann je nach ihrem Reinheitsgrad Chlorzahlen bis 150°/o. 


Dresden, im Februar 1918. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CIII. 
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II. Mitteilung. 
Uber das Saure- und Basebindungsvermogen des Hieralbumins. 
Von 
S. P. L. Sérensen. 
Unter Mitarbeit von Margrethe Héyrup, Jenny Hempel 
und S. Palitzsch. 


(Aus dem Carlsberg Laboratorium, Kopenhagen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22. Juni 1918.) 


Mit 14 Kurvenzeichnungen im Text. 


Wie in der Einleitung dieser Studien?) erwahnt ist, be- 
trachten wir eine ammoniumsulfathaltige Eieralbuminlésung 
als ein zweiphasiges System, in welchem die Ammoniumsulfat- 
ldésung das Dispersionsmittel ausmacht, wahrend die disperse 
Phase aus dem mit mehr oder weniger der Bestandteile des 
Dispersionsmittels mehr oder weniger locker verbundenen Eier- 
albumin besteht, welche letztere Phase wir gewohnlich kurz 
Eihydrat nennen. 

Wenn eine solche Eieralbuminlésung mit kleinen Mengen 
von Schwefelsiure oder Ammoniak versetzt wird, dann dndert 
sich nicht nur die Wasserstoffionenkonzentration, sondern auch 
andere der Eigenschaften der Lésung, z. B. ihre Viscositaét und 
ihr osmotischer Druck. Diese Anderung der Eigenschaften hingt 
mit der Verteilung der zugefiigten Menge Schwefelsaure oder 
Ammoniak unter den beiden Phasen der Lésung eng zusammen, 
und eine Untersuchung dieser Verteilung bietet deshalb nicht 


wenig von Interesse dar. 


') Wird gleichzeitig in englischer Sprache in den Comptes-Rendus 
des travaux du Laboratoire de Carlsberg Bd. 12, S. 68 (1917) veréffentlicht. 


%) Diese Zeitschrift. 
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Die gegenwartige Abhandlung beschaftigt sich mit dies- 
beztiglichen Untersuchungen und bezweckt ganz besonders die 
Beantwortung der folgenden Fragen: 

Ist es mOglich, durch Messung der Wasserstoffionenkon- 
zentration einer ammoniumsulfathaltigen Eieralbuminlésung, 
deren Gehalt an Protein- und Ammoniakstickstoff bekannt 
ist, 1. die ganze gegenwirtige «tiberschiissige» Menge 
von Schwefelsiure oder Ammoniak zu bestimmen und 
2. zu bestimmen, wie viei von der «iiberschiissigen » 
Menge von Schwefelsaure oder Ammoniak an das 
Eieralbumin gebunden ist? indem man iiberall in diesen 
Abhandlungen durch <iiberschiissige» Schwefelsiiure oder «Uber- 
schu8» von Schwefelsaure diejenige Menge Schwefelsaure ver- 
steht, welche tiber die mit dem gegenwirtigen Ammoniak 
aquivalente Menge hinaus vorhanden ist. 

Bei der Behandlung dieser Fragen haben wir das in den 
Eieralbuminlésungen vorliegende zweiphasige System ganz in 
derselben Weise wie die gewodhnlichen homogenen Systeme 
betrachtet, oder anders gesagt, wir haben in ihnen echte 
Lésungen sehr komplizierter amphoterer KOrper gesehen, und 
wir haben durch vergleichende Untersuchungen von Eieralbu- 
minlésungen einerseits und Lésungen einfacher amphoterer 
Korper anderseits darzulegen gesucht, dafi diese Auffassung 
jedenfalls nicht ohne Berechtigung ist. Weiter haben wir bei 
unseren diesbeziiglichen Betrachtungen vorausgesetzt, dal die 
Wasserstoffionenkonzentration einer Ampholytenlésung einzig 
und allein von der Menge und dem Dissoziationsgrad des mit 
dem Ampholyten nicht verbundenen Teils der iiberschiissigen 
Saure oder Base bestimmt wird. Was das Eieralbumin betrifft, 
sind wir also davon ausgegangen, dai die Wasserstoffionen- 
konzentration der Losung nur von der Zusammensetzung des 
Dispersionsmittels und nicht von der Konzentration und Zu- 
sammensetzung der dispersen Phase abhingig ist. Diese Voraus- 
setzung ist zwar nicht ganz richtig, sie birgt einen Fehler in 
sich, dessen Art und Bedeutung im folgenden ausfiihrlich aus- 
einandergesetzt sein wird, sie erlaubt uns aber nichtsdesto- 


weniger in den meisten Fallen eine anniéhernd richtige Beant- 
8* 
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wortung der oben gestellten Fragen zu geben. Diese Beant- 
wortung fuft auf einer Reihe Wasserstoffionenmessungen, die 
an ammoniumsulfathaltigen Eieralbuminlésungen mit bekannter 
Zusammensetzung und bekanntem Gehalt an Uberschu8 von 
Schwefelséure oder Ammoniak!) ausgefiihrt sind. 

Nehmen wir nimlich erstens an, dafi von einer solchen 
Eieralbuminlésung mit bekannter Zusammensetzung 100 ccm 
z. B. t eem ®/1000 tiberschiissiger Schwefelsiiure enthalten, und 
dafi zweitens die Wasserstoffionenmessung der Lésung einen 
solchen Wert gegeben hat, da sich auf die im folgenden (Ab- 
schnitt A) beschriebene Weise berechnen lift, daB die Ammo- 
niumsulfatl6sung, das Dispersionsmittel, in 100 ccm Versuchs- 
fliissigkeit t’ cem "/1000-Schwefelsiure enthilt. Es ist dann 
ohne weiteres einleuchtend, daf das Eieralbumin, die disperse 
Phase, in 100 ccm Versuchsfliissigkeit t + t’ cem "/1000 iiber- 
schiissiger Schwefelsiure gebunden hat. Ist jetzt in 100 ccm 
Versuchsfliissigkeit e Milligrammaquivalenten Proteinstickstoff 
vorhanden, dann wird das Siurebindungsvermégen gleich 


tt’. , i ee 
-——. sein, das ist gleich die pro Milligrammiquiva- 


lent Proteinstickstoff gebundene Anzahl cem "/1000- 
Schwefelsiure.?) 

Durch zahlreiche Versuche dieser Art hat es sich jetzt 
gezeigt, daf das Bindungsvermégen fiir Schwefelsiure oder 
Ammoniak, wie es zu erwarten war, sich mit der Wasserstoff- 
ionenkonzentration findert, wihrend es, was man ebenfalls 
vermuten konnte, gewohnlich als von der Proteinkonzentration 
unabhiingig zu betrachten ist. Weiter zeigt sich das Bindungs- 
vermégen als in geringerem Mai von der Ammoniumsulfat- 
konzentration abhiingig, was auch gut damit im Einklang steht, 


‘) Die Darstellung solcher Lésungen von genau bekannter Zusam- 
mensetzung ist in der Abhandlung I (Diese Zeitschr., Bd. 103, S. 16 u. f.) 
ausfiihrlich beschrieben. 

*) Ob das Eieralbumin aufer der iiberschiissigen Schwefelsaure 
auch noch etwas Ammoniumsulfat gebunden hat, dariiber geben die in 
dieser Abhandlung beschriebenen Versuche keinen Aufschiuf; hier handelt 
es sich ledig!ich um die gebundene iberschiissige Menge von Schwefel- 


siure oder Ammoniak. 
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was die Theorie verlangt (s. S. 148). Die Abhingigkeit des 
BindungsvermOogens von der Konzentration der Wasser- 
stoffionen und von der des Ammoniumsulfats libt 
sich in anschaulicher Weise graphisch wiedergeben. 

Die solchermaben erhaltenen Resultate und ganz 
besonders bequem die graphische Darstellung der- 
selben kann nun bei der Beantwortung der oben ge- 
stellten Fragen, womit sich die vorliegende Arbeit beschiaf- 
tigt, benutzt werden. Liegt naémlich eine ammoniumsulfat- 
haltige Eieralbuminlésung zur Untersuchung vor, deren Gehalt 
an Protein- und Ammoniumstickstoff bekannt, deren Gehalt an 
iiberschiissiger Siure oder Base aber unbekannt ist, dann laft sich, 
wenn die Wasserstoffionenkonzentration der LOsung gemessen 
wird, die an das Protein gebundene Menge iiberschiissiger 
Schwefeiséure oder iiberschiissigen Ammoniaks mittels der 
genannten graphischen Darstellung bestimmen. Da weiter der 
Gehalt der Ammoniumsulfatl6sung an tiberschiissiger Saure oder 
Base sich, wie schon erwahnt (S. 106), wenn die Wasserstoff- 
ionenkonzentration bekannt ist, berechnen laBt, so ersieht man, 
dai alles vorhanden ist, was fiir die Beantwortung der zwei 
oben gestellten Fragen notwendig ist. 

Im folgenden wird im Abschnitt A erstens die theore- 
tische Grundlage, auf welcher die Berechnung des Gehaltes 
einer Salzlésung an iiberschiissiger Saure oder Base mittels 
der Wasserstoffionenkonzentration der Losung fufit, auseinander- 
gesetzt werden, und zweitens wird die entwickelte Theorie 
an denjenigen SalzlOsungen, welche uns hier besonders interes- 
sieren, nimlich die Ammoniumsulfatlésungen, eine Anwendung 
finden. 

Im Abschnitt B wird die Theorie des Siéiure- und Base- 
bindungsvermégens der Ampholyten behandelt, und es wird 
versucht, durch Beispiele zu beweisen, dafi es bei Unter- 
suchungen iiber das Saurebindungsvermégen der Ampholyten 
innerhalb weiter Grenzen erlaubt ist, wie oben (S. 106) von der 
Voraussetzung auszugehen, dai die Wasserstoffionenkonzen- 
tration der Lésung nur durch die Zusammensetzung des Dis- 
persionsmittels bedingt wird, oder anders gesagt, nur von der 
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Konzentration und dem Dissoziationsgrad des vom Ampholyten 
nicht gebundenen Teils der Séure abhangig ist. 

Im Abschnitt C wird die Messung der Wasserstoffionen 
in Eieralbuminl6sungen von bekannter Zusammensetzung und 
mit bekannten iiberschiissigen Mengen von Schwefelsaure oder 
Ammoniak behandelt, und die dadurch erhaltenen oben kurz 
skizzierten Resultate nebst ihrer Anwendung werden Erwah- 
nung finden. 

Weiter wird nachgewiesen, daB das Saure- oder Base- 
bindungsvermOgen des Eieralbumins sich leicht und unge- 
zwungen erkléren laéft, wenn man von denselben Gesichts- 
punkten ausgeht wie im Abschnitt B fiir einfach zusammen- 
gesetzte Ampholyten. 

SchlieBlich enthalt Abschnitt D die Bestimmung des 
isoelektrischen Punkts mittels des im vorigen Abschnitt gege- 
benen Versuchsmaterials. 

Die Abhandlung schlieBt mit einer Tabelle (Tab. 32), welche 
fiir Ammoniumsulfatlésungen eines gegebenen Gehalts an Am- 
moniumsulfat, S, in 100g Wasser, das spezifische Gewicht d., 
die Aquivalentkonzentration c und das Volumen V, der 100 g 
Wasser enthaltenden Gewichtsmenge der Lésung wiedergibt. 
Diese Tabelle, die sowohl in der gegenwartigen als auch in 
den folgenden Abhandlungen mehrmals benutzt worden ist, ist 
auf der Grundlage einiger von den Herren S. Palitzsch und 
H. Jessen-Hansen ausgefiihrten Bestimmungen des spezifi- 
schen Gewichts von Ammoniumsulfatl6sungen, welche in einer 
spiiteren Abhandlung neben den Bestimmungen des spezifischen 
Gewichts von Eieralbuminl6sungen Erwahnung finden werden, 


berechnet worden. 


A. Der Zusammenhang zwischen der Wasserstoffionenkonzentration 
einer Salzlésung und ihrem Gehalt an tiberschiissiger Saure oder Base. 


a) Die theoretische Grundlage der Berechnung. 


Eine starke Saure, HAc, kann, wie bekannt, in hinlang- 
lich verdiinntem Zustand als vollstandig dissoziiert betrachtet 
werden, sodaf die Konzentration der Wasserstoffionen gleich 





RP eae i ests. 
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derjenigen der Siure wird. Gibt man dazu ein Salz der Saure 
mit einer starken Base, MOH, dann wird die Dissoziation der 
Saure zurtickgedrangt werden, und die Wasserstoffionenkon- 
zentration, h, demzufolge nur einen Bruchteil der Siurekonzen- 
tration, s, ausmachen: 
= @-s (1) 
Weil der Wert von a, der Dissoziationsgrad der Siure, 
durch die Konzentration des fiir Séiure und Salz gemeinsamen 
Anions, [Ac] bedingt wird, so wird a konstant sein, wenn 
die Konzentration des Salzes erstens konstant und zweitens 
im Vergleich der Siurekonzentration von einer solchen Gréfe 
ist, daf die durch die Dissoziation der Siéure gebildete Menge 
Anionen mit Bezug auf die vom Salz herriihrenden vernach- 
lassigt werden kénnen. Wird h als Abszisse und s als Ordinat 
benutzt, dann reprasentiert die Gleichung (1) eine Gerade durch 
den O-Punkt. ') 


Es ist leicht zu ersehen, dafs Salzlésungen mit tiberschiissiger Base 
sich in ganz analoger Weise wie die hier und spater betrachteten mit 
tiberschiissiger Saure behandeln lassen. 

Etwas komplizierter wird die Sache, wenn ein Salz der 


Séure mit einer schwachen Base ins Spiel tritt, dergestalt, 
daB eine hydrolytische Spaltung des Salzes: 

MAc -+- H,O ————-> MOH + HAc 
fiir die Gréfe der Wasserstoffionenkonzentration von Bedeutung 
wird. 





1) Fiir s = 0 gibt Formel (1) h = 0, was mit der wirklichen Sach- 
lage nicht tibereinstimmt, da die Konzentration der Wasserstoffionen in 
einer wasserigen Lésung niemals 0 werden kann. Diese Unstimmigkeit 
ruhrt davon her, dafi die Formel (1) die von der Dissoziation des Wassers 
stammenden Wasserstoffionen unberiicksichtigt ]aft. Da aber die von 
dieser Quelle flieSende Wasserstoffionenkonzentration héchstens der Hydro- 
xylionenkonzentration der Lésung gleich sein kann, und diese selbst bei 
einer so niedrigen Wasserstoffionenkonzentration wie 10 = 6, noch nicht 

. kw 
1°/o der gesamten Wasserstoffionenkonzentration ausmacht, [OH =] = Ht] 
l 
0,72 - 10 = 14 — ’ ; a aa : 
= — (io 0,72 -10 +8, so wird die hier erwahnte Fehler- 
quelle fiir Wasserstoffionenkonzentrationen von der Grifenordnung 10 - 6 
und dariiber ohne Belang sein. 
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Nennt man die Dissoziationskonstante der schwachen Base k,,, die 
Hydrolysenkonstante des Salzes k,,, dann hat man unter gewissen 


Voraussetzungen : 


Kombiniert man namlich die der Hydrolyse entsprechende Gleichung: 
[MOH] [HAc] = k,,, [MAc] 

mit der Gleichung der elektrolytischen Dissoziation der schwachen Base: 
[Mt] [OH~ |] = k,, [MOH], 


dann hat man: 
<r [OH= |] [HAc] 
een 
m [MAc| (2) 
Wenn man jetzt annimmt, dafs HAc und MAc gleich stark dissoziiert 
sind, dermafien, dafi man [HAc] = r [Ht] und [MAc] = r [M+] 
setzen kann, dann wird die Gleichung (2) in die folgende tibergehen: 


.. - oe) fol sc 
——_—  }. 2 


m 





Dieser Ausdruck fiir k,,,,, welcher gew6hnlich benutzt wird, ist in- 
dessen nicht ganz richtig, weil die oben genannte Annahme nicht einmal 
dann korrekt ist, wenn es sich um eine der starksten Sauren handelt, 
und bei mittelstarken oder schwachen Sdéuren darf man gar nicht mit 
demselben Dissoziationsgrad fiir Saure und Salz rechnen. Wir wollen 
hier den Dissoziationsgrad der Siiure gleich a, den des Salzes gleich 8, 
die Aquivalentkonzentration des letzteren gleich c, und die Konzentration 
der durch die Hydrolyse gebildeten Saure, sowohl der dissoziierten als 
auch der undissoziierten gleich x setzen. Die Gleichung (2) bekommt 


dann folgende Gestalt: 


k 


_ [Mt] [OH ] x (1 =a) 
- Km e(1+p) | 
Da nun [H+] = x-aund [Mt] = ¢- 8, so wird 
k.-B (l= a) 
~~ kn @ (1 +8) (3) 











Die Hydrolysenkonstante wird somit abhangig nicht nur von der 
Dissoziationskonstante der schwachen Base (k,,), sondern aufierdem so- 
wohl von dem Dissoziationsgrad der Siure als auch von dem des Salzes, 
oder mit anderen Worten von der Art der Sdure und von der Salzkon- 


zentration. 
Wir werden jetzt berechnen, welche Konzentration, x, der 


durch Hydrolyse freigemachten Saéure zukommt in einer Losung 
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des Salzes MAc, wenn die Siaure HAc wesentlich starker als 
die Base MOH ist, und wenn so viel freie Siiure an die Salz- 
ldsung gefiigt ist, daf die Konzentration der tiberschiissigen 
Sdure gleich s ist. Wir rechnen damit, daB die abhydrolysierte 
Base, deren Konzentration natiirlich auch x ist, gar nicht 
dissoziiert ist, wiahrend der Dissoziationsgrad der Siiure wie 
oben gleich a, der des Salzes gleich B und die Salzkonzen- 
tration gleich c sind. 

Die Hydrolysegleichung: 

[MOH] [HAc] = k,, [MAc] 
kann dann wie folgt geschrieben werden: 
x (x + s) (l~a) = kK, -¢ (1 8). 
Hieraus bekommt man: 


S st (1 -> B) 
oe Se “- = + Xmh (1a) 
Benutzt man den Wert des km» aus Gleichung (3), be- 
kommt man: 
= s? kB 
ah |: ee es (4) 


Ist die Salzlésung nicht mit Séure, dagegen aber mit 
etwas von der schwachen Base (z. B. mit der Konzentration m) 
versetzt worden, dann wird sich die Berechnung der Konzen- 
tration x der durch Hydrolyse freigemachten Saure ganz analog 
stellen, indem die Gleichgewichtsbedingung der Hydrolyse auch 
in diesem Falle durch die Gleichung 

[MOH] [HAc] = k,, [MAc| 
9: (m + x)-x (1~a) = k,)- ¢ (1~=8), 
ausgedriickt ist, und diese Gleichung wird einen Ausdruck fiir 
x geben, welcher ganz mit der Gleichung (4) tibereinstimmt, 
indem nur s mit m vertauscht ist. 

Aus (4) erhellt es (nur der positive Wert der Quadrat- 
wurzel ist zu gebrauchen, weil x nur dann einen posiliven 
Wert bekommt), dafi fiir c = 0 x = 0 wird, was sich tibrigens 
von selbst ergibt. Fiir einen konstanten Wert von c ist auch 





die Gréke c — P konstant, und es ist unmittelbar einleuch- 


km- @ 
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um so gréfere Bedeu- 


g2 
% 


tend, daf diese, im Verhaltnis zu 


2 
tung erhilt, je kleiner ve ist. Fir einen gegebenen c wird x 
deshalb desto gréfer werden, je kleiner s (oder m) ist, und 


seinen groBten Wert (Xmax) erhalten fiir s (oder m) gleich 0: 


max tee 
kn °@ (5) 


Wenn km, ky, ¢, 8 und a bekannt sind, kann man somit 
x fiir irgend welchen Wert von s oder m berechnen, und selbst 
wenn man die genannten Gréfen nur mit Anniherung kennt, 
was oft der Fall sein wird, besonders was 8 anbelangt, ist es 
moglich, einen brauchbaren Wert fiir x schatzungsweise zu 
erhalten. 

Beispiele solcher Berechnungen finden sich im folgenden 
(S. 119). 

Kehren wir jetzt zur Gleichung (1) 

h=a-s 
zuriick, dann sehen wir, daf im hier behandelten Fall — Salz 
der Séure mit einer schwachen Base — diese Gleichung in 
die folgende umgeindert werden muf: 

h =a (s + x) (6) 
und nur wenn x verschwindend klein ist s gegentiber, wird 
Gleichung (6) mit (1) identisch. 

Liegt jetzt die Aufgabe vor, a mittels Wasserstoffionen- 
messungen von Lésungen des Salzes mit bekannten Mengen 
iiberschiissiger Siure zu bestimmen, dann kann man erst einen 
annéherungsweise richtigen Wert erhalten, indem man bei der 
Berechnung nur diejenigen Versuche benutzt, in welchen die 
Sauremenge so grof ist, daB x im Vergleich mit s verschwin- 
dend ist, um hiernach diesen Néherungswert des a bei der 
Berechnung von x zu verwenden. Wird x in dieser Weise 
berechnet, lassen sich natiirlich, rein theoretisch genommen, 
alle Messungen bei der endgiiltigen Berechnung von a verwerten, 
auch solche mit s = 0, oder solche, wo keine Séure, aber 











Proteinstudien. II. Mitteilung. 113 


wohl Base zur Salzlésung zugegeben ist, indem die Gleichung 
h = a (s + x) 
in diesem Falle in 
h=a-x 
reduziert wird. 

Es wird doch nicht zweckdienlich sein, Messungen von 
Versuchsmischungen, welche tiberschiissige Base enthalten, den 
gleichen Wert wie den tibrigen Messungen beizulegen, weil die 
Wasserstoffionenkonzentration hier lediglich durch die abhydro- 
lysierte, oft ganz kleine, Séuremenge bedingt wird. Vom theo- 
retischen Gesichtspunkte aus miissen indessen, wie schon ge- 
sagt, simtliche Messungen benutzt werden kénnen bei der 
Berechnung von a mittels der Formel 

h = a (s + x), 
und die oben (s. S. 109) erwéhnte graphische Darstellung mub 
auch in diesem Fall eine Gerade durch den O0-Punkt geben, 
wenn h als Abszisse und s +x als Ordinate dienen. 

Statt a benutzen wir oft den reziproken Wert dieser 


GroBe; wir bezeichnen - mit f,, welcher der Saéurefaktor 


genannt wird, indem f; derjenige Faktor ist, mit wel- 
chem die Wasserstoffionenkonzentration zu multipli- 
zieren ist, um (s + x), die ganze in der Auflésung 
gegenwiartige Siuremenge, sowohl die zugesetzte als 
auch die durch Hydrolyse abgespaltete, zu bekommen. 
Bisher ist die Rede davon gewesen, mittels Wasserstoff- 
ionenmessungen die den gegebenen Werten der Salzkonzen- 
tration, c, entsprechenden Werte von a oder f; zu ermitteln. 
Ist aber a oder f, bekannt, kann indessen die Aufgabe auch 
die entgegengesetzte sein: die gesamte Saurekonzentration 
(s + x) einer Lésung durch Wasserstoffionenmessung zu be- 
stimmen, um dadurch und durch Anwendung der Gleichung (4) 
die tiberschiissige Sdurekonzentration s, d. h. dieje- 
nige Séiurekonzentration, welche in der Losung iiber 
die mit der Basekonzentration iquivalente Siurekon- 
zentration vorhanden ist, zu ermitteln. 
Die Berechnung ist dann die folgende: Aus 
s+x=h-f 


5 
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nebst Gleichung (4) S60 BeOS 


s | 5: ky °B 
is a 
7 5) pee 


bekommt man, mittels Elimination von x: 










s =h 





‘te oo re (2) 
Schreibt man (7) folgenderweise: 


s=h-f, [1+ [ms 
§s h-f, ’ 


erhellt es, da Xmax <h - f,, ein positives s gibt. Ist Xmax = h - fs, 
wird s = 0, das heifit, in der L6sung sind Saure und Base in 
iquivalenten Mengen vorhanden, und ist schlieBlich Xmax > 
h-f., wird s negativ, das ist: die Lésung enthalt tiberschiissige 
Base. Dies letzte Resultat laft sich natiirlich auch herleiten 
aus den Gleichungen, welche fur Lésungen mit tiberschiissiger 


Base gelten: 


*? 
x =h-f, und x = +e THe 3 eS 






















m 


Aus diesen beiden Gleichungen bekommt man wie oben: 


ee x 2 
a’ oe ees... ae ee _:. | “max 
m 7 hf 4 hf h-f, | 1 & =} 





Die oben angefiihrten theoretischen Betrachtungen gelten 
fiir eine einbasische Séure und waren z. B. auf Ammonium- 
chloridlésungen mit oder ohne Uberschu8 von Salzsiure oder 
Ammoniak ausgezeichnet anwendbar. Bei unseren Protein- 
studien haben indessen Ammoniumsulfatlésungen eine weit 
hervorragendere Rolle gespielt, und wir werden jetzt ver- 
suchen die oben entwickelte Theorie solchen Losungen gegen- 
liber zu benutzen. 

Wenn es sich um Mischungen handelt, in welchen die 
Menge der Schwefelsaure, der Menge des Ammonium- 
sulfats gegeniiber, klein ist, kann man annehmen, dab 








Proteinstudien. II. Mitteilung. 115 


die Saure lediglich als saures Salz, HNH,SO,, vorhanden ist, 
und im grofen und ganzen wird man dann dieselben Betrach- 
tungen tiber diese Saéure H(NH,SO,) geltend machen kénnen, 
wie oben iiber die Siiure HAc. 

Hierbei ist es doch zu erinnern, da’, waihrend Gemische 
von der Saéure HAc und deren Salz MAc, nur die folgenden 
Ionen und undissoziierten Verbindungen 

Ht, Ac», Mt, HAc und MAc 
geben kénnen, so werden in Gemischen von Schwefelsiiure 
und Ammoniumsulfat eine groéBere Anzahl Ionen und undisso- 
ziierter KOrper vorhanden sein kénnen, und zwar 
Ht, HSO,;~, SO," ~, NH,*, NH,SO,~, H,SO,, HNH,SO, und 
(NH,),SO,. 

Es macht indessen keine Schwierigkeit zu zeigen, dab 
die oben gegebene Regel, laut welcher die Siiurekonzentration, 
s, das Produkt der Wasserstoffionenkonzentration, h, und einer 
von der Ammoniumsulfatkonzentration, c, abhiingigen, tibrigens 
aber konstanten Grodfe, fs, ist, auch in diesem Falle seine 
Giiltigkeit behalt. 

Vorliufig sehen wir von einer méglichen Hydrolyse des 
Ammoniumsulfats ab und setzen voraus, daf die Konzentration 
dieses letzteren s gegeniiber so grofi ist, dafB die Konzen- 
tration der Ionen NH,SO,;- und SO, ~ lediglich von der 
Ammoniumsulfatkonzentration, c, abhangt und deshalb, wenn c 
konstant ist, nicht mit s variiert. 

Rechnen wir jetzt mit Aquivalentkonzentrationen, dann 
haben wir: 

s = [Ht] + [HSO,~ |] + [H,SO,] +- [HNH,SO,| 

Nennen wir weiter die beiden Dissoziationskonstanten 

der Schwefelsiure k’ und k”, so ist 








+ ae 
fuso+] = Hl 180. ] 
_ [Ht] [dso] _ [Ht] [so ~] 
[H,SO,] = — s = tt 
und 


[H+] [NH,SO,~ | 


[HNH,SO,] = x 
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Fiihren wir diese Werte in die obenstehende Gleichung 
ein und schreiben wir h fiir [H+], dann bekommen wir: 


Sso,~ = | [so,~ * | [NH,SO,~ | 
, oe h + } {so,~ ~ J = s......2 ] 4 4.2 
s x . kk” k/ k“’ : ." , 





[so,~ = J h 0,” | 
1 + iia ke 1 + k’ + k”’ ; 

Bei solchen Werten von s, wie die hier in Rede stehen- 
den, wird h immer kleiner als 10-4 sein und da k/ etwa 
es —— = ' ; 

4-5 & 10! ist,4) so wird ,v im Vergleich mit 1 vernach- 
lassigt werden kénnen, dermafen, daf die Gleichung in 


sah (1+ 


reduziert wird. 

Die Grofe in der Parenthese ist indessen unter den gege- 
benen Voraussetzungen konstant, wenn ¢c konstant gehalten 
wird, d. h. die Gleichung 





besteht auch in diesem Falle. 

Ubrigens ist zu bemerken, daB die GréBe, welche bei der 
obigen Berechnung als zu vernachlassigen betrachtet wurde, 
der Konzentration der undissoziierten Schwefelsiure, H,SO,, 
entspricht. Demgemiéfi kann man bei Lésungen wie der hier 
betrachteten von einem Gehalt an undissoziierter Schwefel- 
siure absehen, was wieder bedeutet, daB Gemische von Ammo- 
niumsulfat und verhiltnismaBig kleinen Mengen Schwefelséure 
sich wie Gemische von Ammoniumsulfat und saurem Ammo- 
niumsulfat verhalten; ein solehes Gemisch kann direkt alle die- 
jenigen Ionen und undissoziierten Kérper geben, welche S. 115 
aufgefiihrt sind, H,SO, eben ausgenommen. 

Betreffs der Frage nach der Bedeutung der Hydrolyse 
des Ammoniumsulfats mu’ man sich erinnern, da dieselbe 
nur in dem Fall eine Rolle spielt, wo man es mit sehr saure- 


') Karl Jellinek, Zeitschr. f. physik. Chemie, Bd. 76, S. 331 (1911). 
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armen Lésungen zu tun hat, deren Wasserstoffionenkonzen- 
tration weit geringer als die obengenannte Gréfe 10-* ist. 
Mefbare Mengen H,SO, kénven deshalb nicht durch die Hydro- 
lyse gebildet werden, dieselhe erreicht nur die erste Stufe: 
(HN,),SO, -+- HO ——-> NH,OH + HNH,SO, 
welche ganz dem oben erwéhnten allgemeinen Hydrolysenschema 
MAc +- H,O ——-+> MOH + HAc 
entspricht, und in derselben Weise behandelt werden kann. 


Macht man eine ganz dhnliche Berechnung wie die oben 
(S. 111) wiedergegebene durch, so wird man, wenn c die 
Aquivalentkonzentration des Ammoniumsulfats ist, und B, und B, 
die Dissoziationsgrade fiir die Abdissoziation bezw. der ersten 
und der zweiten Ammoniumgruppe des Ammoniumsulfats be- 
zeichnen, den folgenden Ausdruck finden: 


_ : 
k, > (1 + B,) 
rae tt| gre y 9 


m 








setzen wir hier Le (1 + 8,) = B, so wird der Ausdruck mit 


dem oben gefundenen (Gleichung 4) identisch. 
Man kann somit, wenn c, ky, km, a und 8 bekannt sind, 


die Gleichung (4) zur Berechnung von x fir einen gegebenen 
Wert des s benutzen, ganz wie die Gleichung (7) 


a 
sabes 


s 


zur Berechnung von s dienen kann, wenn die tibrigen Groen 
bekannt sind oder gemessen werden. 


Die obengenannten «<bekannten» Grdfen betreffend, so 
bedeutet c, wie schon gesagt, die Aquivalentkonzentration des 
Ammoniumsulfats, k, wird gleich 0,72 « 10~'* (18°)') ge- 
setzt und k,, gleich 1,75 - 10=* (18°);*) f, kann fiir einen will- 





‘!) Comptes-Rendus du Laboratoire de Carlsberg, Bd. 8, S. 32 (1909). 

*) H. Lundén, Meddelanden fran K. Vetensk.-Akad. Nobelinstitut 
Bd. 1, Nr. 8, S. 5 (1907). A. A. Noyes, Yogoro Kato und R. B. Sos- 
man, Zeitschr. f. physik. Chemie, Bd. 73, S. 7 (1910). 
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kiirlichen Wert von c an der im experimentellen Teil wieder- 
gegebenen Kurve (Fig. 4, 5.128) abgelesen werden und « ist 


gleich ott Bevor diese Kurve aber konstruiert war, waren wir 
indessen in der Lage, wie friiher beschrieben (S. 112) auf einem 
anderen Wege uns einen anndherungsweise richtigen Wert 
von a zu verschaffen. 

Betreffs 8, von dessen Variation mit der Ammoniumsulfat- 
konzentration nur wenig bekannt ist, ist die Angelegenheit 
verwickelter. Erinnert man sich indessen, daf die Dissoziation 
des Ammoniumchlorids und die des Kaliumchlorids mit der 
Konzentration ganz analog variieren, so liegt die Annahme 
nahe, daB die Dissoziation des Ammoniumsulfats in einer eben- 
solchen Abhangigkeit zur Konzentration stehen wird wie die 
des Kaliumsulfats. Wir haben dann die von Winston und 
Clover!) neben den von Kohlrausch und Klein?) ausge- 
fiihrten Leitfihigkeitsbestimmungen beziehungsweise von schwa- 
chen und starken Ammoniumsulfatlésungen mit den vorliegenden 
Leitfahigkeitsbestimmungen von Kaliumsulfat verglichen, uns 
dadurch eine Schitzung tiber die Variation der Leitfahigkeit 
der Ammoniumsulfatldsungen mit der Konzentration gebildet, 
und von da aus die Variationen von 8 eingeschiatzt. Bei dieser 
Schitzung ist es Voraussetzung gewesen, da die Dissoziation 
der zweiten Ammoniumgruppe erst nach vollsténdiger Abspal- 
tung der ersten anfiingt. Wir sind uns sehr wohl bewufbt, 
daB die solcherweise erhaltenen Werte von £ unsicher sind, 
sie erlauben aber doch, wie es die im experimentellen Teil 
aufgefiihrten Beispiele dartun, eine brauchbare Berechnung 
des x. 

In der folgenden Tabelle 7 findet man eine Ubersicht tiber 


die bei der Berechnung benutzten Werte von f;, B und = fiir 


verschiedene Werte von ec. 


') Harry C. Jones, The electrical conductivity, dissociation, and 
temperature coefficients of conductivity, Washington 1912, S. 33. 

*) Siehe Kohlrausch und Holborn, Das Leitvermégen der 
Electrolyte, Leipzig 1898, S. 151. 
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Tabelle 7. 
ed 
| an: 
c 7 | R} = B-f 
0,01 1,40 ea. 0,70 =| ca. 0,98 
002 | 165 | » O6t » 1,01 
0,03 | 2.30 | > 049 > 1,13 
0,1 | 272 | » 046 | > 1,25 
0,2 | 3,50 | > 042 > 1,47 
0,5 | 5,02 | » 0,37 | > 1,86 
1 ! 6,70 | > 033 | > 2,21 
7 | 944 | » 029 | » 276 
3 | 11,87 | > 027 «| » 3,20 
4 | 13,87 | » 025 | » 3,47 
5 | 15,40 | >» O93 | > 3,54 


Um die Bedeutung der Hydrolyse und ihre Abhingigkeit 
von der Ammoniumsulfatkonzentration c naher zu beleuchten, 
haben wir in der untenstehenden Tabelle 8 die berechneten 
Werte von x bei verschiedenen Werten von s und bei drei ver- 
schiedenen Ammoniumsulfatkonzentrationen zusammengestellt. 

















Tabelle 8. 
: | Die aus der Forme! 
Uberschiissige | Die bei der | | s+ x 
z : | Hydrolyse gebil- | x i 7 
Sauredquivalent- | dete Sauredqui- | 8 
i 0/, r ’ » Ser. 
konzentration, s | Va@lentkonzen- =e ors vinte satin 
6 as | . | tration, h- 
s-10 X- 10° 4 
h- 10° 
k “e on a 
c = 4,0; f, = 13,87; ¢ ms = 5705 . 107 * 
Kno 
1000 5,67 | 0,57 | 72,51 
500 11,16 | 2.23 | 36,85 
200 25 32 | 12,66 | 16,25 
100 | 40,58 | 40,58 | 10,14 
50 54,56 | 109,12 | 7,54 
0 | 75,53 | om | 5,45 





') Die Werte des f, sind mittels der Kurve Figur 4, S. 128, ge- 
funden worden. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CIII. 
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Tabelle 8 (Fortsetzung). 





























z ; ; | Die aus der Forme] 
Uberschiissige |_ Die bei der | s+ x 
Pethei Koereiet 'Hydrolyse gebil- | x | h= —— 
Saduredquivalent- | dete Sauredqui-| a a - > 
; | valentkonzen- | in °/o von erechnete Wasser 
konzentration, s | oe ge . stoffionenkonzen- 
s- 10° | x - 10° tration, h 
| h-10 
k. : — 
c = 1,0; f, = 6,70; ¢ — .. 908 . 10° ** 
k,,°@ 
500 | 1,81 | 0,36 74,90 
300 3,00 | 1,00 45,22 
200 4 Ab | 2,29 30,51 
100 8,38 | 8,38 16,18 
50 14,15 | 28,30 9,57 
; a: 30,13 | _ 4,50 
k ° . 6 
c = 0,1; f, = 8,78; ¢ me 51-107” 
in °G 
200 0,26 | 0,13 73,62 
100 | 0,51 | 0,51 36,95 
| 
50 | 1,00 2,00 18,75 
20 | 2,29 11,45 8,19 
0 | 7,14 o | 2,62 


b) Experimenteller Abschnitt: Bestimmung des 
Sdurefaktors f,. 

Mit man die Wasserstoffionenkonzentration, h, einer 
Reihe Ammoniumsulfatldsungen von derselben Konzentration, 
c, an welche aber verschiedene Mengen verdiinnter Schwefel- 
saure gefiigt worden sind, dann wird, wie oben (S. 115) naher ent- 
wickelt, die graphische Darstellung der Versuchsergebnisse eine 
Gerade durch den Anfangspunkt sein, wenn man die zugegebene 
Menge Schwefelséure — z. B. in ccm ®/1000-Saéure ausgedriickt 
— als Ordinaten, und die entsprechenden Werte von h als Ab- 
szissen benutzt, und wenn eine so grofe Saurekonzentration vor- 
ausgesetzt wird, daB die Hydrolyse des Salzes keine Rolle spielt. 

Bei der Ausfiihrung solcher Versuchsreihen hat es sich 
nun gezeigt, daB die Gerade, welche die Versuchsergebnisse 
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graphisch darstellt, gewOhnlich nicht durch den Anfangspunkt 
geht. Die Ursache dieser Erscheinung liegt in dem Ammonium- 
sulfat. Dasselbe enthilt niamlich fast nie Ammoniak und 
Schwefelsdure in absolut dquivalenten Mengen, dagegen aber 
gewohnlich einen kleinen Uberschu8 eines der Bestandteile, 
welcher zumeist doch nicht mehr als !/50000 der ganzen Menge 
ausmacht. Dieser kleine Uberschuf, dessen Art und Menge 
von der Darstellungsweise des Ammoniumsulfats abhangt, ist 
jedoch hinlanglich, um die Lage der erwahnten Gerade zu ver- 
schieben, und es leuchtet unmittelbar ein, daf ein Gehalt von 
a ccm 2/1000 iiberschiissigem Ammoniak in den beim Versuch 
angewandten Mengen Ammoniumsulfatlésung eine Parallelver- 
schiebung der Gerade zur Folge haben muf, derart, dai der 
Schnittpunkt mit der Ordinatenachse bei -++- a zu liegen kommt, 
wahrend umgekehrt ein Gehalt von a ccm "/1000-Schwefelsaure 
den Schnittpunkt + a mit der Ordinatenachse gibt. 

Der Schnittpunkt der Gerade mit der Ordinatenachse 
gibt somit die in der beim Versuch angewandten Menge Ammo- 
niumsulfatlosung anwesende Menge tiberschiissiger Saéure oder 
Base unmittelbar an. Selbstverstindlich ist diese Menge mit- 
zunehmen bei der Berechnung von f., welches ja — wie schon 
gesagt (S. 113) — denjenigen Faktor bedeutet, mit wel- 
chem man die Wasserstoffionenkonzentration h multi- 
plizieren mu, um die Sdurekonzentration, s, zu er- 
halten. Wie oben (S. 112) auseinandergesetzt, kann man bei 
dieser Berechnung schlechthin die Gleichung 

Ss 


f= 


’ h 
benutzen, wenn man nur bei der Berechnung lediglich Versuche 
mit einer so grofien Sdaurekonzentration, daB die Hydrolyse 
vernachlassigt werden kann, benutzt. Sollen auch Messungen 
von sdurearmeren Losungen bei der Berechnung mitgenommen 
werden, dann wird es notwendig sein, die bei der Hydrolyse 
gebildete Saurekonzentration x zu beriicksichtigen, wo x aus 


der Gleichung 


— ss kw B 
x= - i A lta eer 


m 


Q* 
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gefunden werden kann und danach f, aus 

i a 

. h 

Wir haben immer bei unseren Versuchen zur Bestimmung 

von f, die Hydrolyse in die Berechnung mit hineingezogen, in- 
dem wir, wie aus der weiter unten mitgeteilten eingehenden 
Beschreibung einiger Versuchsreihen hervorgeht, bei der gra- 
phischen Darstellung die Lage der Gerade und dadurch der 
urspriingliche Gehalt der Ammoniumsulfatlésung an _ tiber- 
schiissiger Siéiure oder Base selbstverstandlich nur aus den 
Versuchen mit den saurereichsten Gemischen hergeleitet haben. 
Bei der spiteren Berechnung von f, haben wir indessen unter 
Riicksichtnahme der Hydrolyse auch die durch sadureiirmere 
Gemische erhaltenen Resultate mit in Betracht gezogen. Es 
folgt deshalb von selbst, daB wir bei anderen Messungen, wo 
wir, um s zu bestimmen, f,; als bekannt betrachtet und h ge- 
messen haben, ebenfalls die Hydrolyse zu_beriicksichtigen 
genotigt gewesen sind. 

Tabelle 9. 

Jede Versuchsfliissigkeit wurde aus 30 cem 7,116 n-Ammonium- 

sulfatlisung (V) dargestellt, die mit Wasser und Schwefelsdure auf 50 ccm 
aufgefiillt wurde; Ammoniumsulfatkonzentration, c = °/s - 7,116 = 4,27 n. 


Graphisch (siehe Fig. 3) wurde gefunden, daB die benutzten 30 ccm 
Ammoniumsulfatlésung 6 ccm "/1000 tiberschiissiges Ammoniak enthielten. 








| Die durch 


Die zuge- 


Die ge- 
messene 


| Uber- | 
| 


setzte Menge | Wasser- 


Schwefel- 


saure 


ccm 


| stoffionen- 
konzen- 
tration, h 





schiissige 
Schwefel- 
saure- 
aiqui- 
valentkon- 
zentrat., s 


s- 10° 


Hy drolyse 
gebildete 
Schwefel- 
siureiqui- 
valentkon- 
| zentrat., x 


x- 10° 








if —S8rx 


— 





N/1900 


| 
| h- 10° 
| 


9,04 
| 14,18 
| 20,28 
| 27.73 
| 34,56 
| 40,98 
| 49,04 


80 
180 
280 
380 
480 
580 
680 





47,3 
28,8 
20,1 
15,2 
12,2 
10,2 

8,7 








14,08 
14,72 
14,80 
14,25 
14,24 
14,40 
14,04 





Mittel: 


14,36 





ccm "/1000-Schwefelsi&ure 
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Bei der Versuchsreihe, deren Resultate in der Tabelle 9 
zusammengestellt sind, wurden in jedem Versuch 30 ccm Ammo- 
niumsulfatlbsung mit den im ersten Stab der Tabelle aufge- 
fiihrten Mengen Schwefelséure und mit Wasser bis zu 50 ccm 
verdiinnt. Die Wasserstoffionenkonzentration wurde mittels 
drei verschiedener Elektroden gemessen; das Mittel der gefun- 
denen Werte von h findet sich im zweiten Stab der Tabelle. 
Benutzt man jetzt die Zahlen des ersten Stabes als Ordinaten, 
und die des zweiten als Abszissen, dann kann man, wie es in 
der Figur 3 gemacht ist, durch die den saéurereichsten Mischungen 
entsprechenden Punkte eine Gerade ziehen (auf der Figur mit I 
bezeichnet), welche die Ordinatenachse im Punkte -+ 6,0 
schneidet, woraus zu schliefen ist, daB die bei jedem Versuche 
angewandten 30 ccm Ammoniumsulfatlésung 6 ccm "/1000 iiber- 
schiissiges Ammoniak enthalten. Weiter zeigt die Figur, dab 
die den saureirmsien Fliissigkeiten entsprechenden Punkte 
unterhalb der Geraden fallen, indem h wegen der bei den mit 
abnehmenden Siéuremengen wachsenden Hydrolyse gebildeten 
Schwefelsaure einen zu hohen Wert annimmt. 


Mit Beriicksichtigung der in der Ammoniumsulfatlésung 
gegenwartigen 6 ccm "/1000 tiberschiissigen Ammoniaks ]&Bt sich 
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jetzt die wirkliche, iiberschiissige Séurekonzentration, s, der 
Versuchsfliissigkeiten ausrechnen, dieselbe ist im dritten Stabe 
der Tabelle mitgeteilt. Im vierten Stabe findet man diejenigen 
Werte von f,, welche man durch Division von s durch h be- 
kommt, und man sieht, daf diese die Hydrolyse vernach- 
lissigende Rechnungsweise fiir die sdurearmen Versuchsfliissig- 
keiten viel zu kleine, wahrend sie auf den sdaurereichen 
Mischungen angewandt sehr nahe richtige Werte von f, 
liefert. 

Bei der Berechnung von x, der Konzentration der bei der 
Hydrolyse freigemachten Séure, wurde die Gleichung: 

















ky ;' ; 
angewandt, und eto gleich 6023 -10-¥" gesetzt, in- 









dem fiir = = f, der Wert 14,31) und fiir B der Wert 0,24 






benutzt wurde. 

Die Werte von x sind im vorletzten Stabe der Tabelle 
aufgefiihrt und zeigen deutlich, daB die Bedeutung der Hydro- 
lyse mit der ansteigenden Sdurekonzentration abnimmt. Im 
letzten Stab der Tabelle schlieSlich findet man die Werte 
















Die Tabelle 10 ist in ganz derselben Weise zu verstehen; 
man findet hier die Resultate einer Versuchsreihe mit niedrigerer 
Ammoniumsulfatkonzentration, weshalb die Hydrolyse erst bei 
geringerer Sadurekonzentration als in der vorigen Reihe eine 
wesentliche Rolle spielt. Da auch hier bei hinlanglich kleiner 
Siurekonzentration die Hydrolyse nicht zu vernachlissigen ist, 


~ 
') Eine orientierende Berechnung von x mit a f, = 14,0 (das 


Mittel der beiden letzten Werte von - gab fiir = den Wert 14,3, 


welcher deshalb bei der schlieflichen Berechnung als der Wert von : be- 


nutzt wurde. 
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Tabelle 10. 


Jede Versuchsfliissigkeit wurde aus 25 ccm 1,938 n-Ammonium- 
sulfatlésung (II) dargestellt, indem sie mit Schwefelsdiure und Wasser auf 
50 ccm verdiinnt wurde; Ammoniumsulfatkonzentration c = 0,969 n. 

Graphisch (siehe Fig. 3) wurde gefunden, dafs die benutzten 25 ccm 
Ammoniumsulfatlisung 0,7 ccm 4/1000 ttberschiissige Schwefelsiure ent- 


hielten. 


























Die co. | Uber- | ‘| Die durch} 
Die zuge- © | schiissige Hydrolyse 
messene | ¢ | 
can, | ochwefel- gebildete | 
setzte Menge | Wasser- | ~~.. Schwefel- | 
stoffionen-| S@UrP- s Se Pi MO 
Schwefel- onsen. | . sduredqui- | 's =~) — 
_— saateen. ts | valentkon- valentkon- | 
' | zentrat., s zentrat., x 
ccm h- 10° | Ss 10° | x - 10° | 
@ Shen 547 | 14 2.56 22.9 | 6,62 
1 7,71 | 34 | 441 | 161 | 6,50 
2 962 | 54 561 | 12,2 | 6,88 
4 1528 | 94 6,15 79 | 6,67 
5 1846 | 114 618 | 6,7 | 6,54 
} | 
10 | 33,34 (| 214 6,42 | 3,7 | 6,53 
15 51,52 | 314 609 | 25 | 6L4 
20 | 67,14 | 414 617 | 19 | 619 
Mittel : 6,51 
| m-10° | | | x 
| | | oh 
2 1/1000- | 
Ammoniak 3,60 | 26 - 18,2 | 5,06 
5 2/1000- | | | 
Ammoniak 1,70 | = f= =| 85 | 5,00 





erhellt indessen sowohl aus den Stében 4 und 5 der Tabelle 
als auch aus der graphischen Darstellung, Figur 3, II, welche 
in derselben Weise wie Fig. 3, I zu verstehen ist, und woraus 
hervorgeht, dafi die bei jedem Versuche angewandte 25 ccm 
Ammoniumsulfatl6sung 0,7 cem ®/1000 tiberschiissiger Schwefel- 
siure enthalten. 

Zu unterst auf der Tabelle 10 sind ein paar Messungen 
angefiihrt, bei welchen die Versuchsfliissigkeit mit Ammoniak 
versetzt worden war; hier ist die abhydrolysierte Schwefelsaure 
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nach der Formel 
— » m @ k B 
x= + — ale w . P 
+e pekw. 5 


m 





berechnet, indem m die Konzentration des tiberschiissigen 
Ammoniaks bedeutet; demniichst ist f, gleich + gesetzt (siehe 


S. 113). Aus der Tabelle ersieht man, daB, wenn zwar der 
Wert von f, etwas klein ausfiallt, so geben doch auch diese 
ziemlich unsicheren Messungen Werte des f,, welche von der 


richtigen Groéfenordnung sind. 
Von solchen Versuchsreihen sind in allem 25 ausgefiihrt 


worden, wobei Ammoniumsulfatl6sungen verschiedener Konzen- 
trationen und aus 7 verschiedenen Proben festen Salzes unter- 
sucht worden sind. Tabelle 11 enthalt Auskiinfte sowohl iiber 
die Beschaffenheit dieser Proben als auch, in den beiden letzten 
Staben, tiber die damit erhaltenen Werte von fs. 


Tabelle 11. 
Ubersicht tiber die bei verschiedenen Ammoniumsulfat- 
konzentrationen gefundenen Werte von f.. 


i nF 


| 'Verhiltnis der! pie eefun- 
ae | Gehalt an Uber- jiberschiissigen| genen Werte 
as Ammonium= | schuf von Schwefel- or von f, bei der 
sulfat | siure oder Ammo- pe Aa “i ~} Ammonium- 
| a“ , ; sulfatkonzen- 
| Ammoniak zu 
se ’ pate tration, c 
(graphisch gefunden, | den Aquiva- 


Marke Art vgl. Fig. 3) ee — 
| niumsulla 











C. A. F. 30 ccm von einer 
Kahlbaum | 7,819 n-Lisung ent-} 4 - 78000 
«Zur | hielten 3,0 ccm 
Analyse> —_/r000 iiberschiissiges | (Ammoniak) 
1912 | Ammoniak | 








C. A. F. 

Kahlbaum 
«Zur Analyse> 95 cem von einer | 

_ 192 1,938 n-Lésung ent-| 4 - 69000 
eine andere! — hielten 0,7 ecm 
Probe, 4mal | nj,o00 iiberschiissiger (Schwefelsdure) 
in Wasser ge-|  Schwefelsiure | 

lést und die | 
| Lésung mit Al- | | 

kohol gefallt | 


| 
| 
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aie ib ie der | Die gefun- 
; | Gehalt an Uber- jiiberschiissigen genen Werte 
Das Ammonium- _schuf von Schwefel- | Aquivalente | yon f, bei der 
sulfat _siure oder Ammo- | Ammonium- 
| niak ‘iecieniailiaia one. | sulfatkonzen- 
re ~~ (graphisch gefunden, | den Aquiva- a Seakwomy: ¢ 
Marke Art | vgl. Fig. 3) lentenAmmo-; . ff 
| niumsulfat | Lo 
do. | 0,984 | 6,77 
einerdritten! 95 com von einer | 0,787 | 6,07 
Probe, 2mal) 4 968 n-Lésung ent- : | | 5 
MI |in Wasser ge-| ’hieliea 08 gent} 1 : 61500 0,590 | 5,40 
lést und die Ko. n/so00 tiberschiissiges| (Ammoniak) | 0,394 | 4,04 
sung mit Alko-| = = Ammoniak zr 
hol gefallt | _ | 0.197 | 3,22 
_.. tf s«f 0,064 | 2,23 
| | 4,133 | 13,68 
| | 3,445 | 12,88 
| | 2.756 | 11,97 
C..&. ¥. be ccm von einer | 2.067 | 10,44 
3,889 n-Lé . ee 
Kahlbaum | 6,889 n Laan ent 1 - 69000 1,378) 8,56 
IV | «Zur Analyse | hielten 3,0 ccm ‘i tah) | pte 
mit Garantie- | "/:000 tiberschiissiges | ‘ mmoniak) * 0,689 | 6,05 
schein> 1913 | Ammoniak 0,344) 4,75 
| | 0,207 | 3,62 
| | 0,069 | 2,31 
| | 0,014) 1,55 
30 ccm von einer | | | 
do. 7,116 n-Lésung ent-| 4 - 35500 | 
V hielten 6 ccm _.. | 4,270 | 14,36 
1914. | 1/1000 tiberschiissiges (Ammoniak) | 
| Ammoniak | 
« — — a _ $$ — 
C. A. F. | 30 ccm von einer | 
Kahlbaum | 6,80 n-Lésung ent-| 1 : 17300 
VI | «Zur Analyse | hielten 11,8 ccm | 4,080 | 13,89 
mit Garantie- |/:000 iiberschiissiges | (Ammoniak) | 
schein> 1914 | Ammoniak 
CAF 30 ecm von einer | | 
Kahlbaum | 7203 n-Losung ent-| 4 :; 99000 | 4,361 | 14,70 
Vil siete teedieans hielten 2,2 ccm | - oi 
u 1914 y N/s000 iiberschiissige \(Schwefelsdure) 2,907 11,57 
, Schwefelséure | | 
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Die Figur 4 enthalt eine graphische Darstellung der Re- 
sultate, indem die Ammoniumsulfatkonzentration, c, als Ordinate, 
der Wert von f; als Abszisse eingetragen sind. 

Mittels der solchermaBen konstruierten Kurve ist es jetzt 
moglich, f, fiir einen willkiirlichen Wert von c abzulesen, und 
man kann also das s einer vorliegenden Ammoniumsulfatlésung 
berechnen, wenn h gemessen wird. Ist h einigermafen hoch 
(15 - 10 + ® oder noch héher), so bekommt man bei Anwendung 
der einfachen Formel 

s=h.-f 


Ss 


einen anndherungsweise richtigen Wert fir s, bei niedrigeren 
Wasserstoffionenkonzentrationen aber ist diese Formel unan- 
wendbar, weil sie die Hydrolyse des Ammoniumsulfats auber 
Betracht laB8t. Wir haben immer die Hydrolyse bericksichtigt 


und die verwickeltere Formel 


gebraucht, wo 


x = V/, Kw . B (siehe S. 112). 
k a 


m 


Um die bei einer solchen Messung von h mit nachfol- 
gender Berechnung von s zu erwartende Genauigkeit zu be- 
leuchten, werden die Resultate einiger Messungen von Lésungen 
des Ammoniumsulfats VII in der Tabelle 12 wiedergegeben 


werden. 

Betreffs des leicht verstindlichen Zahlenmaterials der 
Tabelle ist nur zu bemerken, da8 der dritte Stab die gegebene 
Sdurekonzentration, d. i. die Summe der Konzentrationen der 
in der Ammoniumsulfatlésung vorhandenen und der zugefiigten 
Sdure, wahrend der fiinfte Stab die aus der gemessenen Wasser- 
stoffionenkonzentration, h, nach der obigen Formel berechnete 
Siurekonzentration enthalt. Im letzten Stab der Tabelle sind 
die Abweichungen der gefundenen von den gegebenen Siure- 


konzentrationen verzeichnet. 
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Tabelle 12. 


Jede Versuchsfliissigkeit wurde aus 30 ccm einer 7,268 n-Ammonium- 
sulfatlésung VII dargestellt, indem dieselbe mit Wasser und Schwefelsaure 
zu 50 ccm verdiinnt wurde; c = 4,361 n; f, = 14,5 (siehe die Kurve 
Fig. 4). Die 30 ccm Ammoniumsu!fatlésung enthielten 2,2 ccm 4/1000 tiber- 
schiissige Schwefefelsdure ; (xX,,,,)? = 6140- 10° hea 


Die in Aquivalent- Die aus h | 
den 30 cem | konzentra-. Die | berechnete | 


Die zugesetze) Ammonium- tion der ge-, gemessene| liber- | Differenz 


| sulfatlésung _ samten yy, | schiissige | s (ge- 
Menge | " iiber- | Wasser- Schwefel- . 


| anwesende 

Schwefel- | Menge iiber- Schiissigen | stoffionen- | siure Aqui-| geben) 

schiissiger | Schwefel- inom barnes — s (ge- 

Schwefel- | sdure, s | tion, h_ | zentrat., 
siure | 5.40° | : s- 10° 

ecm ccm _(gegeben) | h-10° | (gefunden) 


| 


| 694 | 896 
12,04 | 139,5 
17,96 | 236,7 
24,52 | 338,1 
31,52 | 4438 


sdure 
funden) 








N/1000 


0 2/1900 


2.2 
a 288 
2s 


no — 


10 
1d | = 


2) 


35 


ig as Ls Sols a 
| a 


+ 


Solange man es mit Ammoniumsulfatlésungen mit tiber- 
schiissigen, selbst ganz kleinen Schwefelsiuremengen zu tun 
hat, werden die Abweichungen zwischen den gegebenen und 
den gefundenen Siiurekonzentrationen gewohnlich von ahnlicher 
GréBe wie die in der Tabelle 12 verzeichneten sein. Die Ab- 
weichung hat bei siimtlichen unseren Kontrollversuchen selten 
die GréBe 10 - 10 = ® erreicht und nur ein einziges Mal 20 - 10 ~ 6 
iiberschritten. Ausgedriickt in °/o der gesamten tiberschtissigen 
Siurekonzentrationen wird die Abweichung oft bedeutend er- 
scheinen, das aber, was uns hier interessiert, ist die absolute 
GroBe der Abweichung. Eine Abweichung von 20- 10 ~ ® be- 
deutet ausgedriickt in dieser Weise einen Fehler von 1 ccm 
D/:000 in 50 cem Versuchsfliissigkeit, und wir meinen, diese Ab- 
weichung bei Untersuchungen iiber Ammoniumsulfatldsungen mit 
iiberschiissiger Schwefelsiure als Maximalfehler bezeichnen 


zu diirfen. 
Anders aber stellt sich die Sache, wenn von Auflésungen 
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ohne tiberschiissige Schwefelsiure oder gar mit iiberschiissigem 
Ammoniak die Rede wird, d. h. L6sungen, deren Wasserstoff- 
ionenkonzentration geringer als etwa 6 * 10~® ist. Die 
Wasserstoffionenmessung wird hier, wie schon (S. 113) erwahnt, 
weniger genau, und bei der Berechnung von s, welches ja in 
den genannten Fallen 0 oder negativ sein soll, spielt die Grobe 
Xmax eine dominierende Rolle. Da indessen Xmax besonders 
der Unsicherheit des Wertes von B wegen mit wesentlichen 
Fehlern behaftet ist, so kann der Maximalfehler bei der 
Bestimmung von s in solchen Lésungen bedeutend gré8er als 
1 ccm ®/1000 auf 50 ccm Versuchsfliissigkeit werden. Die mit 
derartigen Lésungen erhaltenen Resultate sind deshalb nur als 
ungefiahr richtig zu betrachten. Um dieses naher zu beleuchten, 
haben wir in der Tabelle 13 einige Messungen zusammenge- 
stellt, welche mit einigen derjenigen Ammoniumsulfatlésungen, 
die zur Bestimmung von f, gedient hatten, ausgefiihrt wurden, 
aber ohne Zusatz von Schwefelsiure (bezw. mit Zusatz von 
ein wenig Ammoniak). Der Inhalt dieser LOsungen an iiber- 
schiissiger Siure oder Base war bekannt und konnte natiirlich 
hier auch mittels der gemessenen Wasserstoffionenkonzentration 
berechnet werden, was einen Vergleich des gefundenen und 
des berechneten Inhalts ermdglichte. Auch hier wurde die 
Berechnung gemiéf der Formel 


ausgefiihrt, wobei zu bemerken ist, dafi ein negativer Wert 
von s die entsprechende Konzentration von Ammoniak bedeutet, 
welche Konzentration wir bisweilen oben mit m_ bezeichnet 
haben. 

Aus der Tabelle 13 geht hervor, dai selbst in Fallen 
wie den hier erwihnten die Abweichung gewohnlich kleiner 
als 20-10~=° ist, was 1 cem "1000 auf 50 ccm Versuchs- 
fliissigkeit entspricht; nur die Losung des Ammoniumsulfats (VJ), 
welche reichliche Mengen tiberschiissiges Ammoniak enthielt 
und demgemiéf auch einen sehr niedrigen Wert fiir h gegeben 
hat, gibt eine bedeutend gréBere Abweichung. 
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Tabelle 13. 
EE _C"F 

| Die in der | pie ge- | . Die mittels 
| angewandten |samte iber- Die h berech- 





| Differenz: 






; fliissigkeit an-| . sser- 8 (ge- 
zugesetzte | 8 | Schwefel- | Wasser Schuehal. 5 






iw se eij | a es ° | ° \ 
|wesende tiber | Saureaqul- | stoffionen- sdureaqui- geben) 











—_— 2 pucwverggell konzen- | valentkon- | — 
Ammoniak | Schwefel- | zentrat., s | t + s (ge- 
| sdure oder | tration, h | Zentrat., s Senden) 
| Ammoniak 6 | 6 wanes 
| nia s- 10 s-10 











{ 
cem ccm | 


(gegeben) | h-10° | (gefunden) | 








Jede Versuchsfliissigkeit wurde aus 25 ccm einer 1,938 n-Ammonium- 
sulfatlésung (II) dargestellt, welche mit Wasser und Ammoniak zu 50 ccm 
verdiinnt wurden; c = 0,969; f, = 6,6 (siehe die Kurve Fig. 4). Die 25 ccm 
Ammoniumsulfatlésung enthielten 0,7 ccm /1000 iiberschiissiger Schwefel- 





















sdure. (X,,,)* = 849- 10° *:*) 
0 000 | 0,7 %/roor-H,S),| ++ 14 547 | +126 |+1,4-107° 
2 10.7 | te 26 3,60 | + 12,0 = 
5 0,7 - 86 1,70 | +644 |+216 





Die Versuchsfliissigkeit wurde aus 25 ccm einer 1,968 n-Ammonium- 
sulfatlésung (III) durch Verdiinnung mit Wasser zu 50 ccm dargestellt, 
c = 0,984; f, = 6,65 (siehe die Kurve Fig. 4). Die 25 ccm Ammonium- 
sulfatlésung enthielten 0,8 ccm /1:000 tiberschiissiges Ammoniak. (x,,,,)? 
= 866. 10° '. 











0/02 0,8 M000-NH,| -- 16 | 357 | + 12,7 |+3,8-10=6 








Die Versuchsfliissigkeit wurde aus 30 ccm einer 6,80 n-Ammoniumsul- 
fatlésung (VI) durch Verdiinnung mit Wasser zu 50 ccm dargestellt, c = 4,080; 
f. = 14,0 (siehe Kurve Fig. 4). Die 30 ccm Ammoniumsulfatlésung ent- 
hielten 11,8 ccm ®/:000 itiberschiissiges Ammoniak. (x,,,,)* = 5663 - 10--12. 














0 n/ro00 [14,8mfreoo-NH, = 236 | 1,88 | + 285 | 449-10" 
| : | 





Die Versuchsfliissigkeit wurde aus 30 ccm einer 7,268 n-Ammonium- 
sulfatlisung (VII) durch Verdiinnung mit Wasser zu 50 ccm dargestellt, 
c = 4,361; f, = 14,5 (siehe die Kurve Fig. 4). Die 30 ccm Ammonium- 
sulfatlésung enthielten 2,2 ccm "/1000 tiberschtissiger Schwefelsdure. (x,,,,)* 


= 6140.10" '”.4) 
0 "/rooo [2,2 m/roo0 H,S0,| + 44 | 694 | +396 |+4,4.107° 





* Diese drei Versuche mit Ammoniumsulfatlésung (II) sind auch 
in der Tabelle 10, aber in anderer Weise berechnet, aufgefiihrt. 
*) Dieser Versuch gehort der in der Tabelle 12 wiedergegebenen Reihe. 








Proteinstudien. II. Mitteilung. 133 


Tabelle 13 (Fortsetzung). 

















7 | . peepee 
Die in der | Die ge- Die mittels | 
angewandten |samteiiber-| Die | berech- |. a 
Die Versuchs- | schijssige | gemessene | Nete itber-| Differenz: 
zugesetzte |fliissigkeit an-| Schwefel- | Wasser- schilssige | (ge- 
wesendeiiber-| siuredqui-| ctoffi Schwefel- 
Menge schiissige | yalentkon- stoffionen- | siureaqui-| geben) 
Ammoniak | Schwefel- | zentrat., s konzen- valentkon- | — S (ge- 
sdure oder | tration, h | Zentrat., s | funden 
Ammoniak | s+ 10° 5. 10° ) 
ccm ccm | (gegeben) h-10° | (gefunden) | 














Die Versuchsfliissigkeit wurde aus 20 ccm einer 7,268 n-Ammonium- 
sulfatldsung (VII) durch Verdiinnung mit Wasser zu 50 ccm dargestellt, 
c = 2,907; f, = 11,65 (siehe die Kurve Fig. 4). Die 20 com Ammonium- 
sulfatlésung enthielten 1,47 ccm 1/1000 tiberschiissiger Schwefelsaure. (x 


— 3686. 10°”. 


2 
max) 





O 2/1000 1y£70/s 000-0, +- 29,4 | 6.90 | 4.345 |+5,1-10*¢ 
| 


B. Saéure- und Basebindungsvermégen der Ampholyten. 


a) Die Wasserstoffionenkonzentrationen in salzfreien 
Ampholytenlésungen. 


Die Wasserstoffionenkonzentration einer séurehaltigen 
Lésung eines Ampholyten, RHOH, wird lediglich durch den vom 
Ampholyten nicht gebundenen Teil der Siéure und den Disso- 
ziationsgrad derselben bestimmt, wofern die Konzentration der 
Sdure so grof ist, dai die Dissoziation des Ampholyten keine 
Rolle spielt. Die Aquivalentkonzentration des Ampholyten sei a, 
die der zugesetzten Saiure s, die der vom Ampholyten nicht 
gebundenen Siure y, weiter, der Dissoziationsgrad der Saure 
sei a und der des Ampholytsalzes der Saéure B/, dann hat man 
das gewOohnliche Gleichgewicht der Hydrolyse: 


RHAc + H,O “<2 RHOH ++ HAc 
[HAc] [RHOH] = k,, [HRAc] 
welches fiir a > s 
y (1 + a) (a = s + y) = ky (8 ~y) (1 +84) 
gibt, wenn k,, die Hydrolysenkonstante des Ampholytsalzes 
bedeutet. 
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Mittels einer ganz ahnlichen Berechnung wie die oben 
(S. 110) angewandte findet man 
k, (1 = a) 
= k d= B)a- 
Wird dieser Wert fiir kj, in die obige Gleichung einge- 
setzt, gibt eine einfache Rechnung: 








Sk, a (1) 

Mittels dieser Formel (1) kann y und damit die Wasser- 
stoffionenkonzentration, h, und die gebundene Sdurekonzen- 
tration, s + y, berechnet werden, wenn die in die rechte Seite 
der Gleichung eingehenden Gr6dfen bekannt sind. 

Diese Formel (1) entspricht beinahe ganz der Hydrolysen- 
gleichung, welche fiir eine Lésung eines Salzes einer starken 
Siiure und einer schwachen Base mit Uberschu8 der letzteren 
Giiltigkeit hat: 


x= t+ T° FG (siehe S. 111) 


m 


indem s der Salzkonzentration, c, und a = s der ——— 


kw B’ 


der iiberschiissigen Base, m, entsprechen (die Grofe a? ist 
b 


gewohnlich a ~s gegeniiber zu vernachlissigen). 
Wofern s > a, dann wird die Hydrolysegleichung 
[HAc] [RHOH] = k,, [RHAc], 
welche natiirlich auch in diesem Fall Giiltigkeit behalt, die 
folgende Formel geben: 
(s>a-y) (l= a)y = ky (a~ y) (L ~ 84; 
woraus man einen Ausdruck fiir y bekommt, der ganz der 
Forme] (1) entspricht, nur mit a statt s und s statt a, eine 
Formel, die der friiher (siehe S. 111) gefundenen Gleichung 





ganz entspricht. 
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Wie schon gesagt, ist die Forme! (1) nur unter der 
Voraussetzung richtig, daB die Séurekonzentration so grof ist, 
dafi die Dissoziation des Ampholyten in Wasserstoffionen und 
Ampholytanionen keine Rolle spielt. Da wir nun, wie in der 
Einleitung dieser Abhandlung (S. 105) erwahnt, bei der Berech- 
nung von dem Siurebindungsvermégen des Albumins diese 
Voraussetzung als richtig betrachten, so wird es von Interesse 
sein, etwas niéher zu untersuchen, welche GréBe dann die 
Wasserstoffionenkonzentration oder die Konzentration der tiber- 
schiissigen Saéure haben muf, um diesen Schluf zu erlauben, 
oder anders gesagt, um Formel (1) ohne wesentlichen Fehler 
anwenden zu kinnen. Wir werden deswegen eine genaue 
Berechnung der Wasserstoffionenkonzentration solcher séure- 
haltigen Ampholytenlésungen versuchen, indem wir sowohl die 
Dissoziation des Ampholyten in Wasserstoff- und Anionen als 
auch die in Hydroxyl- und Kationen beriicksichtigen. 

Wir nennen die Konzentration des nichtdissoziierten Am- 
pholyten u, die Konzentration des in Kation und Hydroxylion 
gespaltenen Ampholyten 6, und die Konzentration des in Anion 
und Wasserstoffionen gespaltenen e. Benutzen wir im tbrigen 
die gleichen Bezeichnungen wie oben, werden die verschie- 
denen in der Lésung gegenwartigen Verbindungen und Ionen 
die folgenden Konzentrationen besitzen: 


[RHOH]| [RH™| |ROH™ | [RHAc| 
Konz. u (s + y) B+d € (s = y) (1 = 8’) 
[Ac™ | [HAc| [HT] [OH | 
 - 
Konz. (sy) B’+ay y (1 +a) h . 
1 
Diese Grifen sind durch die folgenden 5 Gleichungen 


verkniipft: 
1. Die Dissoziation des Ampholyten als Siure: 
[H+] [ROH ] = k, [RHOH] 
h-€= kK, - U 


2. Die Dissoziation des Ampholyten als Base: 


[OH~ | [RHT] = k, [RHOH] 
— ((s > y) B+) =k,-u 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CIII. 10 
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3. Die Hydrolyse des Ampholytsalzes: 
(HAc] [RHOH] = k,, [RHAc] 








We oC eee 
Ee Oe “Boe ee oy 
_ ky Bs ~ y) 
ia tneialltis k, - a 


4. Die gesamte Ampholytenkonzentration ist gleich a: 
a =u + (s ~ y) B +d +e + (8 = y) (1 = 8B) 
a=ut+tbdb+e+ts sy 
5. Die Summe der positiven Ionen ist der der negativen 
gleich: 


Sty eR +oth=e+ rye +a-yt—™ 
hi may terd 
Wenn k,, kp, ky, o, B’, a und s bekannt sind, dann 
kénnen die 5 unbekannten, u, h, y, 5 und € aus den oben- 
stehenden 5 Gleichungen gefunden werden. Dieselben lassen 
sich namlich auf die folgenden zwei reduzieren: 
a-a-y-:h-k 
s "Y= G-y-h-k, @=8) +B (hb? kK, - bk, +k, k,) (2) 
und 
+ a-B’ (k,-k,— h? ky + h-k, - a-y) 
h>~—- =a-y+ — —— 
h a-y-h-k, (1 ~ 6) + B (h*?- ky + h-k, + k,-k, 
(3) 
Gleichung (3) ist vierten Grades mit Riicksicht auf h, 
aber nur zweiten Grades mit Bezug auf a-y. Man kommt 
deshalb am leichtesten zum Ziel, wenn man h als gegeben und 
a-y und s als unbekannt betrachtet, mit anderen Worten, wenn 
man berechnet, welchen Wert s haben muf, damit die Ampho- 
lytenl6sung eine gegebene Wasserstoffionenkonzentration h_ be- 
komme. Bei dieser Berechnung werden a und f vorliufig 
gleich 1 gesetzt, wondchst y fiir einen gegebenen Wert des h, 
mittels Gleichung (3) berechnet wird. ') 











') Wenn a und f’ gleich 1 gesetzt werden, dann kénnen die beiden 
Gleichungen in eine zusammengezogen werden, welche die folgende Form 
bekommt: 





























~e a 


Eee 
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Ist y gefunden, so kann s aus der Gleichung (2) berechnet 
werden. Aus dem gefundenen, angenaherten Wert von s kénnen 
die wirklichen Werte von a und f/ mit hinlainglich grofer Ge- 
nauigkeit geschitzt werden, wondachst die Berechnung mit 
diesen Werten von a und £/ durchgefiihrt wird. 


Um uns einen Begriff von der Gré8e des Fehlers zu 
machen, welchen die Anwendung der Formel (1) mit sich bringt, 
werden wir jetzt mittels dieser Formel berechnen, welche 
Wasserstoffionenkonzentrationen eine Glykokollésung durch 
Zugabe verschiedener, kleiner Mengen Salzséure erhialt, und 
demnichst mittels der vollstandigen Formel (Gleichung 2 u. 3) 
die Salzsiuremenge berechnen, welche dieselbe Glykokollésung 
verlangt, um dhnliche Wasserstoffionenkonzentrationen anzu- 
nehmen. Bei diesen Berechnungen ist k, — 0,72 -10~', 
k, = 1,12 - 10~'°') und kp = 1,65-10~1'*1) gesetzt. Der 
Dissoziationsgrad der Salzséure, a, ist aus dem Leitvermégen 
stark verdiinnter Salzséiure berechnet, indem po = 383,0. 
Der Dissoziationsgrad, B’, des salzsauren Salzes des Glykokolls 
ist gleich dem Dissoziationsgrad von Ammoniumchloridlésungen 
derselben Aquivalentkonzentration gesetzt, indem u o = 130,1. 
Die Glykokollkonzentration, a, ist tiberall 0,4 normal. 

Die Berechnungen nach der Formel (1) sind in der Tabelle 
14 zusammengestellt, die nach der Formel (2, 3) in der Tabelle 15. 
Damit selbst kleine Unterschiede unter den Resultaten der 
beiden Rechnungsweisen deutlich hervortreten kénnen, haben 
wir mit mehreren Dezimalstellen, als die Genauigkeit der be- 
treffenden Konstanten es erlaubt, gerechnet. 





° k,, k, ° ° e ky 
h‘ + hs (e+ es eee (kK, = ky = S) = § ors 


: 2 
+k.) + oe. == 0. 

b 
Diese Gleichung ist mit einer in einer friiheren Abhandlung verdffent- 
lichten, auf einen etwas anderen Weg hergeleiteten Gleichung identisch 
(S. P. L. Sérensen, Ergebnisse der Physiologie, Bd. 12, S. 504 {1912]). 

1) Nach Messungen von S. Palitzsch und K. G. Dernby (siehe 
Comptes-Rendus du Laboratoire de Carlsberg, Bd. 11, S. 268 (1916). 
10* 
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Tabelle 14. 


Nach Formel (1) berechnete Wasserstoffionenkonzentration, 


h, in Mischungen von Glykokoll und Salzséure; a = 0,4. 


























| Konzentration | | Die berechnete | 
| der | | Wasserstoff- a | . 
Nr. | zugegebenen a pg’ | ionenkonzen-| ~ log h | + Jog s 
| Salzsdure, s, | | tration, h, 
| 5 - 10° | h- 10° (Py) | 
1 0,0010 1,000! 1,000! —0,0108 7,967 | 6,000 
2 | 0.0100 1,000| 0,999] — 0,1078 6,967 | 5,000 
3 0,0336 0,999 0,998;  0,8619 6441 | 4,474 
t 0,0638 0,998 | 0,996 0,6850 6,164 | 4,195 
5 0,1000 0,997 | 0,993 1,0704 5,970 | 4,000 
6 |  0,1733 0,995 | 0,991 1,8516 5,732 | 3,761 
7 |  0,3211 0,991 | 0,988 3,426 5,465 3,493 
8 | 0,6418 | 0,987| 0,988] 6,810 5,167 | 3,193 
9 | — 1,0000 0,985 | 0,978] 10,575 4,976 | 3,000 
10 | 1,8442 0,982| 0,971] 19,394 4712 | 2,734 
11 | 4.5842 0,975 | 0,957| 47,861 4,320 | 2,339 
12 | 10,0000 0,966 | 0,939] 103,89 3,983 2,000 


Tabelle 15. 


Nach Formel (2, 3) berechnete Salzsd4urekonzentration in 
Mischungen von Glykokoll und Salzséure mit gegebener 


Wasserstoffionenkonzentration, h; a = 0,4, 
a en) 


| | 





| | 
Die tlie | 














| Wasserstoff- | | 

| ionenkonzen- Sdurekonzen-| + logh| . 
_ tration, h oi B tration, s_ | | + log s 

_ h-10° | s- 10° | (Py-) 
13 | 0,696 ~—-|:1,000| 1,000 0 6,157 L 
14 | 0,750 1,000} 0,999;  0,009822 6,125 5,008 
15 | 0,900 | 0,999] 0,998;  0,03371 6,046 | 4,472 
16 | 1,120 | 0,998] 0,996} — 0,06405 5,951 | 4,193 
7 | 3,447 | 0,991} 0,988) — 0,3099 5,463 | 3,509 
18 | 10,60 | 0,985| 0,978} —0,9975 4,975 | 3,001 
19 | 47,92 0,975 | 0,957| 4,586 4,319 2,339 
20 | 103,80 0,966| 0,989} 9,990 3.984 | 2,000 
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Pus 
Figur 5. 

Die Tabelle und ganz besonders deutlich die graphische 
Darstellung der berechneten Resultate auf der Figur 5 zeigen, 
da8 beide Formeln praktisch genommen dieselben Resultate 
geben, wenn der Saurezusatz so grof ist, daf die Wasser- 
stoffionenkonzentration gleich oder gréBer als 4- 10~§® ist 
(Dy. == ca. 5,4). Bei kleineren Wasserstoffionenkonzentrationen 
gibt die Benutzung der Formel (1) Anla® zu Fehlern, welche 
um so groéBer sind, je kleiner der Séurezusatz und damit auch 
die Wasserstoffionenkonzentration ist. 

Man kann die Gré8e des Fehlers bei verschiedenen 
Wasserstoffionenkonzentrationen mit grofer Annaherung schiat- 
zen, wenn man tiberlegt, dai der Hauptfehler der Formel (1) 
in der Vernachlassigung der Dissoziation des Ampholyten als 
Saure liegt, und daf fiir diese Dissoziation die folgende Gleich- 
gewichtsbedingung (s. S. 135) existiert: 

h-e =k, -u 


a 
Ist die Konzentration der zugegebenen Saure o, so wird 
die Wasserstoffionenkonzentration, die wir mit h, bezeichnen 
kénnen, so gut wie lediglich durch diese Dissoziationsgleichung 
bestimmt, und h, gleich €, sein. Der Fehler, in Prozenten der 








140 S. P. L. Sérensen, 


Wasserstoffionenkonzentration ausgedriickt, wird in diesem 
Falle selbstverstaindlich gleich 100 sein. Wird etwas Sdaure 
zugefiigt, dann wird die Wasserstoffionenkonzentration wachsen 
und die Dissoziation des Ampholyten als Saéure zuriickgedringt 
werden; wiahrend wir friiher 


h-€& =h,-h, =k, -u 


hatten, bekommen wir jetzt 
h, + € =k, - uy. 

Wir kénnen bei dieser Berechnung die von der Disso- 
ziation des Ampholyten herriihrende Wasserstoffionenkonzen- 
tration gleich €, setzen, und die Frage wird dann die folgende, 
wie viele Prozent €, von h, ausmacht? 

Wir setzen h, = gh, und haben dann 





aay 
: h, qh, 
Setzen wir hier u, = u,, was erlaubt ist, solange die 


Menge des dissoziierten Ampholyten der des undissoziierten 
gegentiber ganz klein ist, so wird der Fehler in Prozenten der 
Wasserstoffionenkonzentration ausgedriickt: 

100 «€, 100 k, u, 100 k, u, 100 





hy aby gh, hgh 
indem h, - hh = kg °- Uo. 

Man ersieht hieraus, da8B wihrend der bei der 
Benutzung der Formel (1) begangene Fehler fiir eine 
reine wisserige Ampholytenlésung 100°9/o der Wasser- 
stoffionenkonzentration der L6sung ausmacht, so 
wird er fiir eine saure Ampholytenlésung mit einer 
q mal gréferen Wasserstoffionenkonzentration nur 


100 ., ; ; ; 
-%) der Wasserstoffionenkonzentration dieser 





q? 
Lésung ausmachen. 

Zur naheren Beleuchtung hiervon haben wir in der 
Tabelle 16 die Resultate der Berechnungen nach Formel (2, 3) 
(Tabelle 15) mit den entsprechenden nach Formel (1) berechneten 
zus2mmengestellt. 
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Tabelle 16. 


Die Gréfe des Fehlers, welcher bei der Berechnung der 
Wasserstoffionenkonzentration ganz schwach salzsaurer 
Glykokollésungen nach Formel (1) entsteht. 


SEE 


















































Saiure- | Wasserstoffionen- | Der bei | | 
konzen- | konzentration der |Benutzung q | ‘ P 
tration, Lésung | der For- h | 
nach der|nach der|, ™@! (1) | =~ | =m a 100 
S | begangene a ee 2 
Formel | Formel Fehler, € (bh, =0,696| /° von q 
(2,3) | (4) ea ae. | 
| (e=h+h); .10--) | h 
s-10° | h-10° | h’.10° | €-10° | | 
0 0,696; O | 0,696 | 1,000 | 100,00 | 100,00 
0,009822 0,750 0,106 0,644 | 1,078 | 85,87 86,05 
0,03371 0,900 0,363 0,537 | 1,293 59,67 | 59,81 
0,06405 1,120 0,687 0,433 | = 1,609 | 38,66 | 38,63 
0,3099 3,447 3,311 | 0,136 | 4953, 3,95 | 4,08 
0,9975 10,60 | 10,56 | 0,04 | 15,23 0,38 | 0,43 
4.586 47,92 | 47,92 | 0 | 68,85 | 0 | 0,02 
9,990 103,80 | 103,80 | 0 | 14914 | 0 | 0,00 





| 


Die beiden ersten Stibe der Tabelle sind direkt aus der 
Tabelle 15 ausgeschrieben. Die Zahlen des dritten Stabes, 
welche die nach Formel (1) fiir die im ersten Stabe angege- 
benen Sdurekonzentrationen berechneten Wasserstoffionen- 
konzentrationen angeben, sind mittels der in hinlanglich grobem 
Maf8stab gezeichneten Figur 5 graphisch ermittelt worden; 
tibrigens enthalt die Tabelle 14 Berechnungen der Wasser- 
stoffionenkonzentrationen in Lésungen mit sehr ahnlichen Séure- 
konzentrationen, weshalb die Interpolation sich mit grofer 
Genauigkeit ausfiihren lieB. Die itibrigen Staébe der Tabellen 
haben keine weitere Erklarung notig; nur soll auf die aus- 
gezeichnete Ubereinstimmung zwischen dem gefundenen Unter- 
schied der beiden Berechnungsweisen und dem nach der 


Formel = berechneten Fehler die Aufmerksamkeit gelenkt 


werden (siehe die beiden letzten Stabe der Tabelle 16). 








142 S. P. L. Sdrensen, 


b) Die Wasserstoffionenkonzentration von salz- 
haltigen Ampholytenlosungen. 

Wir werden erst den Fall betrachten, daB das in der 
Ampholytenlésung gegenwartige Salz von einer starken Saure 
und einer starken Base gebildet ist, und wir sehen von der 
Dissoziation des Ampholyten in Wasser- und Anionen, bezw. 
Hydroxyl- und Kationen ab. 

Wir gebrauchen dieselben Bezeichnungen wie oben und 
nennen die Konzentration des Salzes, MAc, mit c (Dissozia- 
tionsgrad 8). 

Wird jetzt die vom Ampholyten gebundene Basenkonzen- 
tration gleich x gesetzt, und bezeichnen s und y, wie oben, 
die Konzentrationen der zugesetzten und der freien Saure, 
dann wird die Konzentration der gebundenen Sdure s -+ x 
-- y und die Konzentration des Salzes c/ = c ~ x sein. Wenn 
weiter 8” der Dissoziationsgrad der Verbindung des Ampho- 
lyten mit der Base, MOH, ist, so werden die verschiedenen 
in der Lésung anwesenden Verbindungen und Ionen die fol- 
genden Konzentrationen haben: 


(RHOH] [RHt] [ROH™ | [RHAc| [ROHM]  [HAc] 
Konz. u (s+x~y)pi BYx (s+xy) (178) x(1=8”% y(1=a) 
[Ac™ | [M+] [MAc] [Ht] [OH= | 
k 


w 


Konz. ya-+(s-+--x~+y)Bi-+-c'B xBY-+ec’B c’(1 > B) h < 
Diese Gr6éBen sind durch die folgenden Gleichungen unter 
einander verkniipft: 
1. Die Dissoziation des Ampholyten als Saure: 
[H+] [ROH~ ] = k, [RHOH] 
h-x-p’ =k, -u 
2. Die Dissoziation des Ampholyten als Base: 
[OH~ ] [RHt] = k, [RHOH] 


ky : 
yj, Stxsy Rh =k-u 


3. Die Dissoziation der Saure: 
h=ya 
4. a=u+(s+x> y)B-+xB/+ (s+x+y) (1 BI+(L= Bx 


a=u+s+2x7y 
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Dc = ec’ +x. 

Wenn k,, kp, kw, a, B’, BY, a, c und s bekannt sind, 
dann kénnen die 5 unbekannten x, v, u, h und c/ mittels der 
obigen 5 Gleichungen gefunden werden. Eliminiert man x, u 
und h aus den ersten 4 Gleichungen, dann bekommt man die 
folgende: 


ky BY. ky B Ka ’ 
YR BR 8 OS ee eae ap” (a-s~+y) } = 0. 
Wenn s und damit y nicht sehr klein sind, kann man die 
Grose an (a +s = y) in der Parenthese des letzten Glieds 


der Gleichung vernachliassigen, weil sie mit der Grdfe ys ver- 
glichen verschwindend ist. 
Die Gleichung reduziert sich dann auf 








welcher Ausdruck mit Formel (1) identisch ist (s. S. 133). Die 
freie Saéuremenge und damit wieder die Wasserstoffionenkon- 
zentration in Lésungen eines Ampholyten und nicht allzu wenig 
Sdure kann demnach, auch wenn Salze starker Saéuren mit 
starken Basen anwesend sind, ganz wie in salzfreien Losungen 
berechnet werden. Der EinfluB des Salzes zeigt sich nur da- 
durch, daf natiirlich die Werte von a und f/ sich mit der 
Salzkonzentration dndern. 

Ist das in der Lésung gegenwiartige Salz von einer 
schwachen Siure oder von einer schwachen Base oder von 
beiden abgeleitet, dann wird die Sachlage etwas verwickelter. 
Wir werden hier den Fall betrachten, daf das Salz sich aus 
einer starken Siure und einer schwachen Base ableitet, z. B. 
so wie wir es bei den uns besonders interessierenden ammo- 
niumsulfathaltigen Loésungen antreffen. Wir kénnen hier ganz 
ahnliche Betrachtungen wie oben anstellen, nur miissen wir 
uns erinnern, dafi die Lésung neben freier Saure (Konzen- 
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tration y) auch, der Hydrolyse des Salzes wegen, freie Base, 
(MOH), enthalt, deren Konzentration wir gleich z setzen. Mit 
denselben Bezeichnungen wie oben wird die Konzentration der 
gebundenen Base deshalb x ~ z, und die der gebundenen Saure 
s -+- x + y, die Konzentration der gebundenen «iiberschiissigen » 
Sdure wird somit s + x +y +(x +z)=s+y+2z. 

Sehen wir jetzt, wie oben, von der Dissoziation des 
Ampholyten in Wasserstofl- und Anionen, bezw. in Hydroxyl- 
und Kationen ab, dann werden die verschiedenen in der Losung 
gegenwartigen Verbindungen und Ionen die folgenden Konzen- 
trationen bekommen: 


| RHOH] [RHT] [ROH™ | [RHAc] 
Konz. u (s +x + y) B’ x +e @++a27 Ff > 
[ROHM| [HAc| 
Konz. (x > e+ y (1 + a) 
[Ac | [MOH] [Mt] [MAc] 
Konz. ya+(s+x+y)Bp‘'+c’B Z (x>z) BY +c’ “a= 
[HT] [OH™ | 
ky 
Konz. h ase 
h 


Diese Grdfen sind mit einander durch 6 Gleichungen ver- 
kniipft, von welchen die 5 den oben angefiihrten (S. 142) ganz 
entsprechen und hier von folgender Form sind: 

l. h(x + s) 0” =k, -n 


k 
2. = 6+ xs Nh =k, +o 


3.h = y a 

4asuts+2x+ytz 

D.c = c’ +x. 

Hierzu kommt in gegenwirtigem Fall: 

6. Die Dissoziationsgleichung der schwachen Base: 


[on |] [M+] = k,, [MOH] 
bi («s +z) BY +e! s) = k,,:z. 
1 


Wenn ka, ky, km, kw, @, B, B4, BY, c, a und s bekannt 
sind, dann bestimmen die obigen Gleichungen die 6 Unbe- 
kannten x, y, z, u, h und c’. Durch Elimination von x, y, 
z, u und ec’ bekommt man den folgenden Ausdruck: 














on 
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(> h kk, h+k, zy 
a oe 
h 








ky 8! * h g* (Km bh a+ k., B) c B k.. 
_— a k, h ky, a* kK h+kp 
‘4 eae | 
i h BY B/ k (4) 


Diese Gleichung ist schwierig zu behandeln, wenn man 
h als unbekannt betrachtet; dagegen lat sich fiir ein be- 
kanntes h der Wert des s durch recht einfache Rechnungen 
ausfindig machen. Man berechnet deshalb nicht die einer zuge- 
setzten Séurekonzentration entsprechende Wasserstoffionen- 
konzentration, sondern welche Saurekonzentration zugesetzt 
werden muf, damit die Lésung (unter den gegebenen Um- 
stinden) eine gegebene Wasserstoffionenkonzentration bekom- 
men kann. Wenn s und h bekannt sind, lassen sich die tibrigen 
Unbekannten leicht berechnen. 

Im Abschnitt a fiihrten wir die genaue Berechnung der 
Wasserstoffionenkonzentration einer salzfreien, séurehaltigen Am- 
pholytenlésung durch, indem wir auch die beiden Dissouziationen 
des Ampholyten mit in Betracht zogen. Eine solche Berech- 
nung auch fiir salzhaltige Ampholytenlésungen durchzufihren, 
wiirde jedoch zu weit!laufig sein, wir begehen aber kaum einen 
grofen Fehler, wenn wir die Verhiltnisse in salzhaltigen und 
salzfreien Lisungen als analog betrachten, und die oben ent- 
wickelten Betrachtungen auch auf salzhaltige Ampholyten- 
l6sungen anwenden. 

Nur in einem Punkt werden wir es versuchen, unsere 
Berechnungen auf der médglichst breiten Grundlage durchzu- 
fiihren, und zwar werden wir den allgemeinen Ausdruck fiir 
die pr. Aquivalent Ampholyten gebundene Menge «tiberschiis- 
siger» Siure oder Base suchen, indem wir auch auf die Disso- 
ziation des Ampholyten in Wasserstoff- und Anionen, bezw. 
Hydroxyl- und Kationen Riicksicht nehmen. Demniichst werden 
wir untersuchen, welche Schlufsitze den EinfluB der Salzkon- 
zentration auf das Siéure- und Basebindungsvermégen des 
Ampholyten betreffend sich aus diesem Ausdruck ziehen lassen. 

Wir benutzen dieselben Bezeichnungen wie oben, und 
zwar soll 6 die Konzentration der bei der Dissoziation des 
Ampholyten als Base gebildeten Kationen, und e die bei seiner 
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Dissoziation als Saure entstandene Anionenkonzentration be- 
zeichnen. Wir haben dann in der Lésung die folgenden Kon- 
zentrationen: 


[RHOH] [RH*| [ROH™ | [RHAc| 
Konz. u (s-+x=y)p’ +5 (x+z)BY+te (s+x+y) (17 8) 
| ROHM] ') 

Konz. gy at > eo 


Von den oben (S. 144) angefiihrten Gleichungen benutzen 
wir 1, 2 und 4, welche in diesem Falle folgender Form sind: 


1h ((x> 2) Bb +e) =k, 
Ky ° 
2. (6 +x+ y) B +d) = ku 


4asautstxretytds+xutzte 

Die gebundene iiberschtissige Séurekonzentration kann, 
wie friiher, durch s + y + z ausgedriickt werden; wenn dieser 
Ausdruck negativ wird, so bedeutet dies, dai der Ampholyt 
iiberschiissige Base gebunden hat. Fir die Konzentration der 
pro Aquivalent des Ampholyten gebundenen iiberschiissigen 





Saure, ea = bekommt man mittels der drei obigen 
Gleichungen den folgenden Ausdruck: 
sr ys 
14 
Ky h ky > (1 = B’ i+ B”) 
( = hey :) (1+ (° a a i 
Kw PB i. - .. © . a. 1 ( _ s) 
ye kal ky h 4 ?. (ee 2 


i a i a 8/ i h BY 
Dieser Ausdruck kann auch folgenderweise geschrieben 
werden: 





s-y+z 
— 
— +. as Lee aes 
(oie why 6) ae te Wt (6 8) 
a " ky, es Ka ; 4 a to . B/ 
' [OH=] ' [H+] © 8” “) 





') Wir sehen von lonen mit entgegengesetzten Ladungen Rt + 


sowie von den Ionen RM* und RAc™ ab. 
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Betrachten wir jetzt einen Ampholyt, dessen reine wiisse- 
rige Lésung sauer reagiert (ka > kp), wird € gréBer als d sein, 
diese beiden Gréfen aber werden immer sehr klein sein und 
meistens, im Vergleich mit den tibrigen in der Gleichung (5) 
eingehenden Gréfen, verschwindend klein. Sieht man von den- 
jenigen Gliedern, welche ¢ und 6 enthalten, ab, dann bekommt 
Gleichung (5) die einfachere Form: 

. Ky ky bd ae 


Scat io oo eS Hee 


a _ ' ky, k, B’ 

Ph jon] [at] 37 
Weil nun £/ mit wachsender Salzkonzentration abnimmt, 
B‘ 


wiahrend ra nur wenig gedndert wird, so wird der ganze 


Bruch mit wachsender Salzkonzentration wachsen. 


/ 
Konnte man weiter ad = 1 setzen, dann wiirde der 


Bi! 


Ziahler des Bruches bei isoelektrischer Reaktion 0 werden, 


-indem man bei dieser Wasserstoffionenkonzentration - 


4 
= (H+] 1) hat. Da nun vi 
schieden sein wird, so wird diejenige Wasserstoffionenkonzen- 
tration, bei welcher der Zahler des Bruches 0 wird, auch nicht 
mit dem isoelektrischen Punkt des Ampholyten zusammenfallen, 
kurzheithalber aber werden wir sagen, dafi der Zihler des 


Bruches bei isoelektrischer Reaktion 0 wird. 
Gleichung (6) besagt dann, daB die Konzentration der 
pro Ampholytendquivalent gebundenen iiberschtissigen Séure 
1. von der Konzentration des Ampholyten unabhangig 
ist, weil die Gréfe a in die rechte Seite der Gleichung (6) 
nicht eingeht, 


<b 
[OH | 


gewOhnlich von 1 etwas ver- 


a 





1) Daf diese Relation auch fir salzhaltige Lisungen gilt, das 
geht aus den obigen Gleichungen hervor, indem 1 und 2, wenn [RH*] 


: k, u h k, u 
= [ROH =] ist, —=— = —|— geben. 
a 
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2. mit steigender Salzkonzentration (abnehmenden 6’) 
wachst, 

3. fiir Wasserstoffionenkonzentrationen gréfer als die- 
jenige, welche isoelektrischer Reaktion entspricht, positiv ist 
und 

4. fiir Wasserstoffionenkonzentrationen kleiner als die 
der isoelektrischen Reaktion entsprechenden negativ ist, d. h. 
es ist tiberschtissige Base gebunden worden. 

Weiter besagt Gleichung (6), dafi bei isoelektrischer 
Reaktion weder tiberschiissige Séure noch Base gebunden ist, 
aber eben bei dieser Reaktion und naheliegender Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen besitzt die einfache Gleichung (6) keine 
Giiltigkeit, da man in diesem Fall von € und 6 nicht absehen 
kann, und daher zu der komplizierteren Gleichung (5) zuriick- 


greifen muf. 
Aus Gleichung (5) ist zu ersehen, daf bei isoelektrischer 








Reaktion (d. h. hier wenn - = Ka 2 wird 
ie [OH =] [H+] B’) 
siyts ee 
a a B’/ . 8’ 


Da ¢« groBer als d und £/ annaherungsweise gleich £” ist, 
so wird also bei isoelektrischer Reaktion tiberschiissige Saure 
gebunden; weiter ist zu ersehen, da8 die Konzentration der 
pro Ampholyten-Aquivalent gebundenen Saéure — im Gegensatz 
zu dem, was die Gleichung (6) ergab — von der Ampholyten- 
konzentration nicht unabhangig, sondern desto gréfer je nie- 
driger dieselbe ist, indem € zwar mit a abnimmt, aber weniger 
stark als dieses. 

Es lie8® sich selbstverstandlich aus der Gleichung (5) ein 
Ausdruck dafiir ableiten, unter welchen Bedingungen der 
Ampholyt weder Séure noch Base bindet, die Verhaltnisse sind 
aber zu kompliziert, um einfache SchluBsatze zu erlauben. 
Das einzige, was man durch ein genaueres Studium der 
Gleichung (5) lernt, ist dies, da8, je naher die Wasserstoffionen- 
konzentration der isoelektrischen Reaktion liegt, um so grOfer 
wird der Einflu8 der Ampholytenkonzentration. Erst bei solchen 
Wasserstoffionenkonzentrationen, die etwas hédher oder nied- 














Proteinstudien. II. Mitteilung. 149 


riger sind als die der isoelektrischen Reaktion entsprechende, 
wird die Konzentration der pro Ampholyten-Aquivalent ge- 
bundenen, iiberschiissigen Séure von der Konzentration des 
Ampholyten unabhangig. 

Einen der Gleichung (5) ahnlichen, aber ein wenig ein- 
facheren Ausdruck bekommt man, wenn man eine analoge 
Berechnung fiir siéurehaltige, aber salzfreie Ampholytenlésungen 
durchfiihrt, und es lassen sich aus diesem Ausdrucke ganz ahn- 
liche Schlufsitze wie aus den Gleichungen (5) und (6) ziehen. 


c) Experimenteller Abschnitt; Messungen der Wasser- 

stoffionenkonzentrationen in: siurehaltigen, sowohl 

salzfreien als auch salzhaltigen Lésungen einfach 

zusammengesetzter Ampholyten. (Glykokoll und Gly- 
cylglycin). 

Um die Genauigkeit, mit welcher die Messung der Wasser- 
stoffionenkonzentration saurer Ampholytenlésungen ausgefiihrt 
und das Saéurebindungsvermégen des Ampholyten daraus be- 
rechnet werden kénnen, zu beleuchten, werden wir in diesem 
Abschnitt eine Reihe durch Messung der Wasserstoffionen- 
konzentrationen gefundene Werte des Séiurebindungsvermégens 
des Glykokolls und des Glycylglycins mit den entsprechenden — 
mittels der in den Abschnitten a und b gegebenen Formeln 
— berechneten Werten zusammenstellen. 

Die Ergebnisse solcher Berechnungen nach der Formel (1) 
(siehe S. 133) findet man in der Tabelle 17 fiir salzfreie 
Mischungen von Glykokoll und Salzséure, in der Tabelle 19 
fiir ebensolche von Glycylglycin und Salzséiure und in der 
Tabelle 18 fiir natriumchloridhaltige Mischungen von Glykokoll 
und Salzséiure. Die bei diesen Berechnungen benutzen Dis- 
soziationskonstanten waren fiir Glykokoll die oben (S. 137) an- 
gefiihrten; und fiir Glycylglycin k, = 3,2-10~-% und ky = 
9,3-10~ 12.') Der Dissoziationsgrad des salzsauren Salzes 
des Glycylglycins wurde ebenso wie der des Glykokolls gleich 





1) Nach Messungen von K. G. Dernby, Comptes-Rendus des tra- 
vaux du Laboratoire de Carlsberg, Bd. 11, S. 261 (1916). 
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dem des Ammoniumchlorids gesetzt (siehe S. 137). Jede der 
Tabellen 17, 18 und 19 enthalt auBerdem eine Reihe ge- 
messener Werte der Wasserstoffionenkonzentration solcher 
Mischungen von Ampholyten und Salzséure nebst denjenigen 
Werten des Bindungsvermégens Salzsiéure gegeniiber, welche 
sich fiir den Ampholyten daraus berechnen |aBt, und welche 
durch die Zahl, b, der Milligramm-Aquivalente Salzsiure, die 
von einem Milligramm-Aquivalent Ampholytenstickstoff ge- 
bunden werden, seinen Ausdruck findet. 

Man ersieht aus den Tabellen, deren Einzelheiten keiner 
niiheren Erwiihnung bediirfen, daB die Ubereinstimmung der 
berechneten und der gemessenen Gréf8en im grohen und ganzen 
auBerordentlich zufriedenstellend ist, nur bei den sehr hohen 
Wasserstoffionenkonzentrationen findet man eine geringftigige 
Abweichung der berechneten Werte von den gemessenen. 

Die gute Ubereinstimmung zwischen Berechnung und Ver- 
such tritt sehr deutlich zutage in der graphischen Darstellung 
der Figuren 6, 7 und 8, in welchen die Kurven nach den 
berechneten Werten gezeichnet sind, wahrend die gemessenen 
Werte erst nach der Zeichnung der Kurven auf dieselben ein- 
gelegt worden sind. Die néhere Besprechung dieser Kurven 
findet man spiater (S. 158). 

Die Tabelle 20 enthalt die Berechnung nach der Formel (4) 
(S. 145) von denjenigen Schwefelséurekonzentrationen, welche 
gegebenen Gemischen von Glykokoll und Ammoniumsulfat eine 
gegebene Wasserstoffionenkonzentration erteilen, wahrend die 
Tabelle 21 die Ergebnisse einiger von Frl. J. Hempel in 
solchen ammoniumsulfathaltigen Glykokoll6sungen mit bekann- 
tem Gehalt, s, an iiberschiissiger Schwefelsiure ausgefiihrten 
Wasserstoffionenmessungen enthiilt. Bei der Berechnung der 
Tabelle 20 wurden die in der Tabelle 7 (s. S. 119) fiir die be- 
treffende Ammoniumsulfatkonzentration, c, aufgefiihrten Werte 
von a und B benutzt. Betreffs aber p/ (des Dissoziationsgrads 
des Glykokollsalzes der Saure) und 8” (des Dissoziationsgrads 
des Ammoniumsalzes des Glykokolls), dann liegen zur Berech- 
nung derselben keine Messungen vor. Bei der Benutzung der 
Formel (4) zeigte es sich indessen, daB, wenn man h einiger- 
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Tabelle 18. 


Die Wasserstoffionenkonzentration in Mischungen von Salzséiure, Glykokoll und Natriumchlorid 
nebst dem daraus berechneten Bindungsvermigen des Glykokolls Salzsiure gegeniber. 
Die gesamte Konzentration von Salzsiiure und Natriumchlorid war immer 100-10—-3; a = 0,917 und 8’ 
deshalb bei allen Berechnungen benutzt. 


= 0,85 wurden 





























Kon- | Kon- a A ae Berechnet ne | Durch Wasserstoffionenmessung gefunden) — 
zen- | zen- | Konzen- | -Wasser- | | Anzahl Mgr.-| | | Wasser- | | Konzen- | Anzahl Mgr.- 
a tration tration | stoff- | | ae stoffionen-, tration | Aquivalente 
des | der | " | saure durch gp eene | Salzsdure 
Gl aoe zuge- | | der | —— | '1 Mer. Aquiv. | konzen der durch 1 Mer. - 
Nr — g freien | konzen- | | Glykokoll-N ia. | tration, freien | Aquiv. Gly- Sd 
- kolls, setaten Salzsiure,, tration, | Pir |gebunden, | | h | Pu Salzsdiure, kokoll-N b 
a Salz- | y h =a-y | | _ sty | log b | _ h gebunden og 
| sdure, | | | | a - | | eae" | wag! a 
| eo | | | | | | a 
| , . | | ‘ a : ' 
a.10°}s-10°} y-10° | h- 108 | b- 10° | | h-10° | y-10° | b-10° 
4 99 | 1 0,0397 | 0,0364 | 4,439 | 97 | 2,013 | 0,0388 | 4,411] 0,0423 | 97 | 2,013 
15 | 97,5! 25 0,1018 | 0,0934 | 4,030 | 24,6 | 1,609 0,1021 | 3991) 0,1113 | 24,5 | 1,611 
16, 95 5 0,2143 | 0,1965 | 3,707 50,4 | 1,298 0,2094 | 3,679| 0,2284 50,2 | 1,299 
7 90 10 0,4780 | 0,4383 , 3,358 | 105,8 | 0,976 0,4560 3, 341| 04973 | 105.6 | 0,976 
18 | 80 20 | 1,238 | 1,135 | 2,945) 2345 | 0630 | 1,197 | 2,922) 1,305 | 233,7 0,631 
19 70 | 30 | «2,599 | 2,383 | 2,623) 391,4 | 0,407 | 2,472 | 2 ,607| 2,696 | 390,1 0,409 
20-60 ‘W) 5,475 | 5,021 | 2,299 | 575,4 | 0,240 5,260 2.279 5,736 | 571,1 0,243 
21 | 50 50 12,34 | 11,32 1,946) = 753,2 | 0,123 11,70 | 1,932) 12.76 | 744.8 _ 0,128 
22 40 60 25,48 23,37 1,631!  863,0 | 0,064 22,65 | 1,645) 24,70 882.5 | 0,054 
23 30 70 42,60 39,06 1,408 | 913,3 0,039 38,11 1,419 41,56 948,0 | 0,02: 
24 | 20 80 | 61,24 56,16 1,251 938,0 0,028 56,11 1251; 61,19 | 9405 | 0,027 
2i 10 90 | 80,48 73,80 1,132)  952,0 | 0,021 71,45 1,146 | 77,92 | (1208) (> 0,082) 
26 0 100 | 100,00 91,70 1,038 — | — 91,62 1,038 99°91 | — — 


| 


') Comptes-Rendus du Laboratoire de Carlsberg Bd. 8, S. 41 (1909). 
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mafen grofi (etwa 20-10~° oder gréfer) wahit, dann geht 
einer Reihe der Gréfen der Formel (4) alle, oder beinahe alle, 
Bedeutung ab, und die Formel wird auf den einfachen Ausdruck: 


(7) 
reduziert. 

Die Formel (7) ermédglicht die Berechnung von f/, wenn 
s bekannt ist und h gemessen wird, und wir haben ein paar 
der in der Tabelle 21 mitgeteilten Versuche fiir die Berech- 
nung §/ verwertet. 

Die Grofe Bp” (der Dissoziationsgrad des Ammoniumsalzes 
des Glykokolls) spielt nur eine ganz untergeordnete Rolle, wir 
haben sie gleich dem Dissoziationsgrad von Kaliumacetat in 
Losungen von derselben Konzentration wie derjenigen des 
Ammoniumsulfats gesetzt. 

Ubrigens versteht man leicht die Zahlen der Tabelle 20, 
wenn man sich nur der Formel (4) und der Gleichungen, aus 
welchen dieselbe abgeleitet ist, erinnert (s. S. 145). Wie nach 
der am Ende des vorigen Abschnitts (S. 148) gegebenen Ent- 
wicklung zu erwarten war, zeigt sich das pro Milligramm- 
Aquivalent Glykokoll berechnete Siiurebindungsvermogen, b, von 
der Glykokollkonzentration unabhiéngig, von der Ammonium- 
sulfatkonzentration, c, aber abhangig, indem b fiir dieselbe 
Wasserstoffionenkonzentration gr6fer ist bei c = 2,8 als bei 
c = 0,35. Nur bei der niedrigsten Wasserstoffionenkonzentra- 
tion (1-10~°) ist das Verhiiltnis ein anderes, das riihrt aber 
gewiB davon her, dafi die Wasserstoffionenkonzentration hier 
eine so niedrige ist, daB die oben mit d und ¢ bezeichneten 
GriBen hier beriicksichtigt werden miissen. (Vgl. S. 148).!) 





') Bei der Berechnung der in der Tabelle 20 aufgefiihrten Werte von 
s, X, y, z, u und b ist mit mehreren Dezimalstellen, als in der Tabelle 
angegeben, gerechnet; darin liegt die Ursache, weshalb die im vorletzten 
Stabe der Tabelle angefiihrten Werte von b bisweilen ein wenig von 
denjenigen abweichen, welche eine Berechnung von b mittels der Werte 


der Tabelle fiir s, y, z und u gibt. 
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Betreffs der Tabelle 21 ist nur noch zu bemerken, daf 
die Konzentration der freien iiberschiissigen Schwefelsiure, 
s‘, aus der durch die Messung ermittelten Wasserstoffionen- 
konzentration, h, unter Riicksichtnahme auf die Hydrolyse des 
Ammoniumsulfats (s. Abschnitt A, S. 114), aber ohne Riicksicht- 
nahme des Volumens des Glykokolls berechnet ist. Die Diffe- 
renz der ganzen und der freien Saurekonzentration gibt die 
Konzentration der gebundenen Schwefelsiiure, aus welcher das 
Saurebindungsvermégen des Glykokolls, b, unter den vorlie- 
genden Umstinden sich leicht berechnen 1aBt. 

Bei den auf Figur 6 wiedergegebenen Kurven ist p,,. als 
Abszisse und -- logs als Ordinate benutzt worden, indem nur 
diejenigen Mischungen, in welchen die Konzentration des Am- 
pholytenstickstoffs 400 - 10-3 ist, mitgenommen sind. Die Kur- 
ven sind nach den berechneten Werten gezogen, und die 
experimentell gefundenen Werte erst nachher eingetragen. 


Kurve I entspricht der Tabelle 17 (Exp. Punkt 0). 
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Berechnung (nach Formel [4]) der Saurekonzentration, 


Tabelle 20. 


s, welche man an Mischungen von Glykokoll 


und Ammoniumsulfat zufiigen muB, um eine gegebene Wasserstoffionenkonzentration, h, zu erhalten, 


nebst dem daraus berechneten Bindungsvermogen des Glykokolls Schwefelsdiure ‘gegeniiber. 


SS ,,.  ,, 































































































DieGly-| Die | Die nach Poemell Anzahl Milligr -Aquival. 

| kokoll- | Wasser- | (4) berechnete |. liberschiissiger Schwe-| 

_konzen- stoffionen-| Konzentration felsiure gebunden pro| ~~ 
Br. | ieattes) ieeanen- | Py. | dev Schersiel log Mgr.-Aquival. Glykokoll,| log 

a tration, h siure, s S pe Sey t2 b 

| a 

|} a-10°| h-10° | s. 10° x- 10° | y- 10° | z- 10° | u- 10° b- 10° 

_ Ammoniumsulfatkonzentration : 2,8-/,; a = 0,088; B = 0,274; BY = 0,557; B” = 0,425. 
37 | 400 | 1 | 6000 | + 0,245 0,421 | 0,011 | 0,316 | 399,730 0,148 3,830 
38 | 400 | 5 | 5,301 | 0,793 3.101 | 0.084 0,057 | 0,063 | 399,159 1,999 2.699 
39 400 | 10 | 5,000 1,709 2,767 | 0,042 | 0,114 | 0,032 | 398,353 4,068 2,391 
40 | 400 30 | 4,523 5,200 2,284 | 0,014 | 0,341 | 0,011 | 395,124 12,175 1,915 
41 | 400 50 «| 4,301 8.617 2,065 | 0,008 | 0,568 | 0,006 | 391,944 20,137 1,696 
42 400 100 4,000 16,928 1,771 | 0,004 | 1,186 | 0,003 | 384,203 39,50 1,403 
43 | 400 | 1000 | 3,000 127,903 0,893 | 0,001 | 11,364 | 0,001 | 283,460 291,35 0,536 
44 400 | 3000 | 2,523 254,991 0,593 | 0,001 | 34,091 | 0,001 | 179,099 552,25 0,258 
45 10 | 1 | 6,000 = 0,303 es 0,318 | 0,011 | 0,316 9,994 0,148 3,830 
46 10 | 5 5,301 0,0137 4,863 | 0,064 | 0,057 | 0,063 9,978 1,998 2,699 
47 10 | 10 | 5,000 | 0,123 3.910 | 0.032 | 0.114 | 0032 9,959 4,068 2.391 
48 10 | 30 | 4,523 | 0,452 3,345 0,011 | 0,341 | 0,011 9.878 12,175 1,915 
49 10 | 50 4301 0,763 3,117 | 0,006 | 0,568 | 0,006 9,799 20,137 1,696 
50 10 | 100 4,000 1,528 2 816 | 0,003 | 1, 136 | 0,003 9,605 39,50 1,403 
_Ammoniumsulfatkonzentration : 0,38 - ns a= = 0 1,230 ; 5 = 0,395 ; B’ = 0.688; Bp’ — 0.749. 

51 | 400 1 | 6,000 | 0,0208 | 4,682 | 0,117 | 0,004 | 0,057 | 399,806 | 0,183 | 3,738 
52 400 | 5 | 5301 0,663 | 3,178 | 0,023 0,022 | 0,011 | 399,324 | 1,632 | 2,787 
53 | 400 | 10 | 5,000 1359 | 2.867 0,012 0,043 | 0,006 | 398,666 | 3,303 | 2,481 
54 | 400 30. | 4,523 | 4,081 | 2,389 | 0,004 | 0,130 | 0,002 | 396,043 9 882 | 2.005 
bd 400 50 | 4,301 | 6,76: 2,170 | 0,002. 0,217 | 0,001 | | 393, 451 | 16,367 | 1,786 
56 | 10 1 | 6000} + 0.0507 0.058 0,004 | 0,057 | 9.996 0,184 | 3,735 
57 10 5 | 5,301 | 0,0267 45’ 73 0.012 0,022 | 0,011 | 9 982 1,631 | 2.788 
58 | 10 10 | 5,000 | 0,0708 4150 | 0,006) 0,043 | 0,006 9 966 3,302 | 2,481 
59 | - 10 30. | 4,523 | 0,227 3,644 | 0,002 | 0,130 | 0,002 | 9,901 9.881 | 2.005 
60 10 50 =| 4,301 0,380 3,420 | 0,001 | 0,217 | 0001 | 9,836 16,367 1,780 
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Aus der Figur 6 ist erstens zu ersehen, dai die experi- 
mentell ermittelten Punkte auf den berechneten Kurven aus- 
gezeichnet hineinpassen. 

Zweitens ersieht man, daf fiir kleine Werte von s (somit 
hohe Werte des + logs) die Kurve II (Glycylglycinkurve) langst 
nach rechts liegt. Der Grund ist der, daf Glycylglycin eine 
stirkere Base als Glykokoll ist, ein grdBeres k, als dieses 
besitzt. Die Saéurebindung ist demzufolge vollstandiger (und 
somit die freie Saurekonzentration und die Wasserstoffionen- 
konzentration niedriger, p,. hdher) in den Glycylglycin- als 
in den Glykokollmischungen. Diese letztgenannten betreffend, 
so wird, laut des friiher (S. 148) entwickelten, das Saurebindungs- 
vermogen um so grodfer sein, je grofer die Salzkonzentration 
ist, demgema® sollen die Kurven in der folgenden Ordnung 
von rechts nach links liegen: IIIa (ec = 2,8), II[b (c = 0,35), 
I (ohne Salz). Alle Kurven verlaufen hier parallel, und das 
bedeutet, dai das Séurebindungsvermégen und mit ihm die 
freie Siiurekonzentration sich fiir alle untersuchten Mischungen 
in analoger Weise mit anwachsendem s andern. Bei gréferen 
Werten von s (d. h. kleineren Werten von ~ log. s) schneidet 
Kurve II (die Glycylglycinkurve) die tibrigen Kurven, weil die 
Ampholytenkonzentration der Glycylglycinmischungen nur halb 
so grof wie die der tbrigen ist, wenn auch die Konzentration 
des Stickstoffs tiberall dieselbe ist. 

Ein ganz fhnliches Verhaltnis wird man auf Figur 7, 
wo p, Abszisse und + log b Ordinate ist, wiederfinden. Da 
b das Séurebindungsvermoégen pro Milligramm-Aquivalent Am- 
pholytenstickstoff bedeutet, so kénnen hier alle Messungen mit- 
genommen werden, auch solche, wo die Konzentration des 
Ampholytenstickstoffs eine andere als 400- 10+ ist. 

Kurve I entspricht der Tab. 17 (Exp. Punkt 0) 


SS + iin «oe 
‘ae » » 99(> » QO 

. Va > » » 20 u. 21 (c = 2,8, Exp. Punkt ¢) 

» IVb > » » 20 u. 21 (ec =0,35, >» » ¢’) 


Da das Saurebindungsvermégen, wie oben entwickelt, fiir 
Glycylglycinmischungen grodfer als fiir Glykokollmischungen und 
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fir salzreiche Mischungen gr6fer als fiir salzarme sein muB, 
so ordnen sich die Kurven, so lange die Wasserstoffionen- 
konzentration eine niedrige, p,, also groB, ist, folgenderweise. 





=> log b. 
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= log h = p,,. Figur 7. 


III (Glycylglycin), [Va (c = 2,8), IVb (ce = 0,35), II (ec = 0,1), 
I (ohne Salz). 

Die Ursache, weshalb die Kurve III die tibrigen Kurven 
bei niedrigeren Werten des p,,. schneidet, ist oben erwahnt; 
hier soll nur darauf aufmerksam gemacht werden, da’ auch 
die Kurven I und II einen Schnittpunkt haben, der Mafstab 
aber zu klein ist, um dies deutlich zu sehen; es tritt auf der 
Figur 8 deutlich hervor. 


Auf Figur 8 ist h als Abszisse und b als Ordinate benutzt 
worden, und der Mafistab ist so groB gewahlt, daf nur der- 
jenige Teil des Gebietes, welcher den niedrigsten Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen entspricht, auf der Figur Platz finden 
konnte. Die eingetragenen Punkte sind berechnet, und die 
Kurven nach denselben gezogen. 


Die Kurve I entspricht der Tabelle 17 (berechneter Punkt O) 
> > Il > » » 18 ( > » 4) 
>» » I >» , » 19( » » D 
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DaB Glycylglycin (Kurve III) bei niedrigen Werten von 
h ein gréBeres b als Glykokoll besitzt, ist schon erwdhnt. Es 
ist ebenfalls erwahnt, daB8 Kurve I die Kurve II schneiden 
wiirde, und das ist auf Figur 8 deutlich zu ersehen. Der Grund 
dieser Schneidung ist der, daf die Glykokollmischungen der 
Tabelle 18 (Kurve II) alle dieselbe Gesamtchloridkonzentration 
haben, und zwar 0,1 n, wihrend die Mischungen der Tab. 17 
(Kurve I) kein Natriumchlorid enthalten, weshalb die Chlorid- 
konzentration mit dem Sdurezusatz ansteigt. Solange die Salz- 
siurekonzentration dieser letzten Gemische kleiner als 0,1 n 
ist, muB deshalb b kleiner, fiir die siurereicheren aber gréBer 
als bei den natriumchloridhaltigen sein. Die beiden Kurven 
schneiden sich demzufolge in demjenigen Punkt, in welchem 
die Lésungen dieselbe Chloridkonzentration besitzen, und das 
wird, wie aus der Tabelle 18 und aus der Tabelle 17, Ver- 
such Nr. 9, ersichtlich ist, bei einer Wasserstoffionenkonzen- 
tration von etwa 1,2-10~*% der Fall sein. 


' 
QBDP - -0-- 4 - ec cews 
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Betreffs endlich Figur 9, dann ist auch hier h als Abszisse 
und b als Ordinate benutzt. Die Kurven sind nach den berech- 
neten Werten gezeichnet, und die durch die Experimente er- 
mittelten Werte nachher eingetragen; des gewiihlten Mafstabs 
wegen hat indessen nur das Gebiet der niedrigsten Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen auf der Figur Platz finden kOnnen. 


Kurve I entspricht den Tabellen 20 u. 21 (c = 2,8; Exp. P. O) 
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Es erhellt aus der Figur 9, daf diejenigen Kurven, welche 
bei den niedrigen Wasserstoffionenkonzentrationen, wovon hier 
die Rede ist, die gegenseitige Abhingigkeit des Siurebindungs- 
vermoégens des Glykokolls und der Wasserstoffionenkonzen- 
tration repriisentieren, sehr annéherungsweise Geraden sind, 
und dafi Kurve | (c = 2,8) als es zu erwarten war, hoéher 
liegt als Kurve II (c = 0,35). 


C. Das Saure- und Basebindungsvermégen des Albumins. 


Wir werden jetzt versuchen, die im vorigen Abschnitt 
liber einige einfach zusammengesetzten Ampholyten gemachten 
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Betrachtungen an Eieralbuminlésungen anzuwenden, indem ja 
das Eieralbumin — rein chemisch betrachtet — den Charakter 
eines sehr komplizierten amphoteren Korpers hat. 

Von einer direkten Berechnung des Séaurebindungsver- 
mdgens des Eieralbumins kann natirlich keine Rede sein, da keine 
der Dissoziationskonstanten des Eieralbumins, weder die saure 
noch die basische, bekannt sind. Dagegen werden wir ver- 
suchen, dieses Séiurebindungsvermégen mittels Wasserstoffionen- 
messungen in Eieralbuminlésungen bekannter Zusammensetzung 
in ahnlicher Weise zu ermitteln, wie es im vorigen Abschnitt 
einfache Ampholyten betreffend beschrieben ist, indem wir auch 
hier von der Dissoziation des Eieralbumins sowohl in Wasserstoff- 
und Anionen als auch in Hydroxyl- und Kationen absehen. Ein 
soleches Verfahren gibt, wie es im vorhergehenden mit Bezug auf 
einfache Ampholyten auseinandergesetzt ist, nur dann richtige 
oder in groBer Anniherung richtige Resultate, wenn die Wasser- 
stoffionenkonzentration der Lésung wesentlich gr6fer oder kleiner 
ist als diejenige, welche dem isoelektrischen Punkt des Ampho- 
lyten entspricht. Ist das nicht der Fall, dann birgt die Methode 
eine Fehlerquelle in sich, welche nicht zu vernachlassigen ist. 

Im folgenden werden zuerst das beim Ausfiihren der Ver- 
suche angewandate Verfahren und die dadurch erhaltenen Ergeb- 
nisse beschrieben werden, wonichst es diskutiert sein wird, 
inwiefern und wie die graphische Darstellung der Versuchs- 
ergebnisse zur Beantwortung der in der Einleitung dieser Ab- 
handlung (s. S. 104) gestellten Fragen benutzt werden koénnen. 


a) Die Bestimmung des Séurebindungsvermégens des 

Albumins mittels Messung der Wasserstoffionenkon- 

zentration in ammoniumsulfathaltigen Eieralbumin- 

lésungen mit gekanntem Gehalt an tberschiissiger 
Schwefelsaure.') 


Bei den Versuchen wurden immer Lésungen von gerei- 
nigtem Eieralbumin benutzt. Diese Reinigung geschah, wie in 
') Die Siuremenge ist hier wie tiberall, wo nicht das entgegen- 


gesetzte ausdriicklich angegeben wird, mit Vorzeichen gerechnet, derart 
dafi eine negative Siuremenge die aquivalente Menge Base bedeutet. 
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Abhandlung I (S. 16 u. f.) beschrieben, durch 6 Krystallisationen 
und nachfolgende Dialyse mit wiederholtem Zusatz kleiner 
Mengen Ammoniak, bis alle Schwefelsiure wegdialysiert war. 
Aus der solchermafen dialysierten Lésung wurde «die Ur- 
l6sung» durch eine genaue Analyse mit nachfolgendem Zusatz 
einer mit der gefundenen kleinen Ammoniakmenge iiquivalenten 
Menge Schwefelsiure dargestellt. Neben der Urlosung, deren 
Gehalt an Proteinstickstoff sich aus der Analyse berechnen 
lie}, und die auber dem Eieralbumin nur eine geringfiigige und 
bekannte Menge Ammoniumsulfat, aber weder iiberschiissige 
Schwefelsiiure noch tiberschtissiges Ammoniak enthielt, benutzten 
wir eine Ammoniumsulfatlésung von bekannter Zusammen- 
setzung und mit bekanntem Uberschu8 an Schwefelsiiure oder 
Ammoniak, und schlieflich noch titrierte, passend verdiinnte 
Losungen von Schwefelsiure oder Ammoniak. Gewogene Mengen 
dieser LOsungen wurden gemischt und mit Wasser auf 25 ecm 
verdiinnt, wonach die Wasserstoffionenkonzentration mittels 
der «Schaukelmethode» Hasselbalchs und bisweilen auch 
noch mittels fortgesetzter Wasserstoffdurchleitung gemessen 
wurde; gewOhnlich wurden drei Messungen mit verschiedenen 
Wasserstoff-Platin-Elektroden ausgefiihrt, welche letztere jede 
fiir sich gegen zwei oder drei Kalomel-Elektroden gemessen 
wurde. 

Zur naiheren Erleuchtung des Verfahrens, nach welchem 
das Siéurebindungsvermégen mittels der Messungsergebnisse 
berechnet wird, haben wir in der Tabelle 22 die wichtigsten 
ZahlengrOfen einer einzelnen Versuchsreihe wiedergegeben. 

Die Konzentration, c, des Ammoniumsulfats war in allen 
Versuchsmischungen in grofer Anniherung dieselbe und lief 
sich aus den zur Mischung abgewogenen Mengen leicht be- 
rechnen, wenn das Salz tiber dem ganzen Volumen der Ver- 
suchsfliissigkeit gleichmiéfig verteilt gedacht wurde; in dieser 
Weise wurde c gleich ca. 0,358 n, gefunden. Eine solche 
gleichmafige Verteilung des Ammoniumsulfats findet indessen 
unseren Anschauungen gem&f nicht statt; die disperse Phase, 
das Eihydrat, hat ein klein wenig Ammoniumsulfat gebunden, 
aber weitaus der gréfte Teil desselben ist in dem das Ki- 
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hydrat umgebenden Dispersionsmittel gleichmafig  verteilt. 
Mittels der in Abhandluug V mitgeteilten Untersuchungen lift 
es sich jetzt berechnen, daf bei den Versuchen der Tabelle 22 
das Volumen der in 100ccm Versuchsfliissigkeit enthaltenen 
dispersen Phase 3,77 ccm ausmachen wird. Das Volumen des 
in 100 cem vorhandenen Dispersionsmittels, Va, wird deshalb 
96,23 ccm, und rechnet man das Ammoniumsulfalt als tiber 
dieses Volumen gleichmiéfig verteilt, so wird die Ammonium- 
sulfatkonzentration, c, — wenn auf die geringe vom Eihydrat 
gebundene Menge Riicksicht genommen wird — sehr nahe 
gleich 0,370 n werden. 


Die Einzelheiten dieser Berechnung sind die folgenden: 100 ccm 
Versuchsfliissigkeit enthalten durchschnittlich 42,24 Milligramm - Aqui- 
valenten Proteinstickstoff (Tabelle 22, Stab 2), und die Ammoniumsulfat- 
konzentration ist, wie gesagt, etwa 0,358 n, welches S = 2,4 entspricht 
(S ist die auf 100 g Wasser kommende Menge Ammoniumsulfat, siehe 
Tabelle 32 S. 205). 

Aus den in Abhandlung V gegebenen graphischen Darstellungen 
der Abhangigkeit zwischen S einerseits und z bezw. y anderseits er- 
hellt es, dafi z (der Faktor, mit welchem das Gewicht des Proteinstick- 
stoffs zu multiplizieren ist, um das Gesamtgewicht der dispersen Phase 
zu geben) und y (der Faktor, mit welchem man das Gewicht des Protein- 
stickstoffs multiplizieren muff, um das Gewicht des in der dispersen Phase 


eingegangenen Ammoniumsulfats zu bekommen) fiir S = 2,4 die Werte 
z == 8,08 und y = 0,0257 besitzen. 


Das Gewicht der in 100 ccm Versuchsfliissigkeit gegenwiartigen 
dispersen Phase wird demgemafs (in Grammen): 
42,24 X 14,01 X 8,08 
10000002 
und wird das spezifische Gewicht der dispersen Phase gleich 1,27 ge- 
setzt (die Ermittelung dieses spezifischen Gewichts wird in einer spiiteren 
Abhandlung Erwiihnung finden), so wird das Volumen der dispersen 
Phase (in cem) 
42,24 X 14,01 X 8,08 
~~ 1000 X 1,270 
Das Gewicht der in der dispersen Phase enthaltenen Menge Am- 
moniumsulfat wird (in Grammen): 
42,24 X 14,01 X 0,0257 | 
— 4000—SOSCS 


in 100 ecem verteilt wird dieses Gewicht von Ammoniumsulfat der Kon- 


oe 8,77 


zentration 
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42,24 X 14.01 X 0,0257 . , 1000 
ere IC nee wee QOGEs 1. 
1000 X 66,08 ~~ 100 


entsprechen. 
Daraus ergibt sich das Volumen, V,, des in 100 cem Versuchs- 


fliissigkeit vorhandenen Dispersionsmittels zu 

V, = 100 + 3,77 = 96,23 ccm, 
und diejenige Konzentration, c, des Ammoniumsulfats, welche in dem 
die disperse Phase umgebenden Dispersionsmittel wirklich vorhanden 


ist, wird: —— ie 
(0,358 — 0. 2 
PP maa —— = 0,370-n, 

Da die wirkliche Ammoniumsulfatkonzentration demnach_ ein 
wenig starker ist als diejenige, 0,358 n, von welcher wir in unseren 
Berechnungen ausgingen, so ist eigentlich die Berechnung mit der wirk- 
lichen Konzentration als Ausgangspunkt zu wiederholen. Nun wird die 
Konzentration 0,370 n dem S = 2,47 entsprechen, was seinerseits wieder 
z = 8,10 und y = 0,0262 entspricht. Wiederholt man die Berechnung 
mit diesen Werten von z und y, ergibt sich, dafi V, und c praktisch 
genommen dieselben Werte wie oben erhalten; diese Werte sind deshalb 
bei der Berechnung von Tabelle 22 benutzt worden. 

Die in der Tabelle 22, zweiten und dritten Stab, an- 
gefiihrten Grofen lassen sich aus den fiir die Versuchstliissig- 
keit abgewogenen Mengen leicht berechnen. Vierter Stab 
enthalt die Mittel der durch die Wasserstoffionenkonzentra- 
tionsmessung gefundenen Werte fiir h und fiinfter Stab die 
firs Dispersionsmittel hieraus mittels der Formel 

> 2 
s=h-f, (max) . (siehe Abschnitt A. S. 114) 


™* h- f, 


berechnete iiberschiissige Séurekonzentration. 

Aus der Konzentration des Dispersionsmittels an tiber- 
schiissiger Saure lift sich die in dem gesamten Volumen, V,, 
des Dispersionsmittels gegenwirtige tiberschiissige Siure- 
menge t‘ leicht berechnen; diese Gréfe findet man im sech- 
sten Stab, in ccm "1000 Séure ausgedriickt. Die Differenz, 
tt‘, zwischen der gesamten in 100 ccm Versuchsfliissigkeit 
gegenwartigen und der in V, ccm Dispersionsmittel enthaltenen 
Menge iiberschiissiger Siure oder Base gibt dann die durch 
die disperse Phase gebundene Menge an. t-—t‘, ausgedriickt 
in ccm "/1000, findet man im vorletzten Stab, wéhrend der 
letzte Stab die mittels jener Differenz berechnete Anzahl 
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Tabelle 22. 


Das Siurebindungsvermégen des Eiecralbum 



































ins. 
Versuchsreihe E : ¢ = 0,370 n; fj = 4,41; ae == 258,5 - 10° V, = 96,23. 
100 ccm Versuchsfliissigkeit Die | Die das Eihydrat umspiilende | Die durch das Eieralbumin ge- 
| enthielten: gemessene | Ammoniumsulfatlosung : | bundene Menge Schwefelsiiure (+-) 
E |  Protein- UberschuB  iaersenmnnaill | bes aS die Konzen- enthielt in | oe ——- ek “<i 
Ss stickstoff von honed tration s von Uber- 100 cem t’ =— R/rooo ausgedriickt a 
2 in Schwefel- rata 'schuB an Schwefel-!cem 1/1900 Schwefel- Die gesamte- Milligramm- 
= | Mgr.-Aqui- | saure (+) | — | sdure (+) oder | siure (+) oder | Proteinmenge in Aquivalent- 
A valenten oder Am- | . | Ammoniak ( +) | Ammoniak ( ~ ) | 100 ccm Ver- | stickstoff ent- 
2 moniak (— ) | | in UberschuB. | suchsfliissigkeit sprechend 
in ccm "/1000 | | | entsprechend tt’ 
e t | hx 108 sX10®  (t'=V,XsX1000! tt’ nt ee 
1 | 42,30 + 11258 | 80,91 | +3561 =| +. 34,3 | +1095 | + 258 
2 | 4220 +. 1009.9 | 70,17 +- 308,6 +. 29,7 | -- 980,2 +- 232 
3 | 42,26 + 8934 | 60,91 + 267,7 | +- 25,8 | + 867.6 +. 20,5 
4; 4223 | + 768,2 51,76 +- 227,1 oL 21,9 | + 7463 | 4+. 17.7 
5 | 42,24 | + 6063 44,09 | + 179,8 4+- 17, + 589,0 | 4+. 13,9 
6 | 42,28 + 408,7 30,74 +- 133,7 +- 12:9 | + 395,8 + 94 
7 | 42.23 | + 157,4 19,95 + 85,0 | + 82 + 149,2 +- 3,5 
8 | 42,26 + 7,0 15,74 +. 65,7 | +. 63 + 07 0,0 
9 | 42,23 —- 1406 12,14 +- 48,7 | + 4,7 ~ 1453 =~ 3,4 
10 | 4222 | = 3288 8,02 + 23 4. 2 


$315 | + 7,9 
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ccm "/1000 iiberschiissiger Séure oder Base enthilt, welche 
ein Milligramm-Aquivalent Proteinstickstoff gebunden halt. 


Die in der Tabelle 22 wiedergegebene Versuchsreihe, 
welche mit E vermerkt ist, macht einen Teil des Hauptver- 
suches aus; derselbe besteht aus 9 solcher Reihen; die Wasser- 
stoffionenmessungen sémtlicher Reihen hat Friulein J. Hempel 
gemacht. Fiir diese simtliche Versuche diente eine und dieselbe 
Eieralbumin-Urlésung, bezeichnet D.A‘.6 (dargestellt 1915),') 
von welcher abgewogene Mengen in angemessenen Proportionen 
mit gewogenen Mengen Ammoniumsulfatlésung, titrierter ver- 
diinnter Schwefelsaéure oder titrierten verdiinnten Ammoniaks, 
nebst Wasser derart gemischt wurden, dai die Konzentration 
des Eieralbumins und des Ammoniumsulfats innerhalb jeder 
einzelnen Reihe konstant gehalten wurden, von Reihe zu Reihe 
aber variierten. Das Séurebindungsvermégen wurde iiberall 
in derselben Weise berechnet, wie es oben die Reihe E be- 
treffend beschrieben ist. Die Ergebnisse dieser Berechnungen 
sind in der Tabelle 23 zusammengestellt und auf der Haupt- 
kurventafel, in Figur 10 stark verkleinert, niedergelegt. Die 
Wasserstoffionenkonzentration, h, ist als Abszisse beniitzt, wiih- 
rend b, die pr. Milligramm-Aquivalent Proteinstickstoff gebun- 
dene Menge Schwefelsaéure (-++-) oder Ammoniak (+) in ccm 
N/19000 ausgedriickt, als Ordinate dient. Versuche, welche der- 
selben Reihe gehoren, sind auf der Kurventafel mit derselben 
Marke versehen und diese Marke ist auf der Tabelle 23 oben 
angegeben. 

Es erhellt aus der Tabelle 23 und ganz besonders deut- 
lich aus Figur 10, daB die Reihen I und H, welche ungefiahr 
dieselbe Ammoniumsulfatkonzentration (c = ca. 0,062 n) be- 
sitzen, sich durch eine und dieselbe Kurve (I) darstellen lassen, 





1) Die mit Toluol versetzte Urlésung wurde in Eis im Eisschrank 
aufbewahrt. Fiir jede Versuchsreihe wurde eine angemessene Menge 
herausgenommen und mittels Filtrierens von dem Uberschuf an Toluol 
befreit, wonach der letzte Rest des Toluols durch Wasserstoffdurchleitung 
beseitigt wurde. Nach erneuertem Filtrieren wog man fiir die Bestim- 
mung des Proteinstickstoffs Proben ab und das Ubriggebliebene diente 
zur Darstellung der Versuchsfliissigkeiten. 
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Tabelle 


Das Saurebindungsvermigen 








Versuchsrelhe 
A |  __=&B | Y | : 














Marke . 


at | fC 4 | of | O | 





Ammoniumsulfatkonzentration, Cc: 














28i7n =| 1443n | 1409n | 1399n | 0370n | 
Anzahl, e, von ‘Milligramm- Aquivalenten Proteinstickstoff in 100 ccm Versuchsfliissigkeit. 
ca. 10,5 ca. 31,7 | cai05 | ca 42 | ca. 422 | 
| Die pr. | | Die pr. Die pr. Die pr. Die pr. 
Die ae | Jocteni. [OS™ | Lawtenk. (DO) eames |) a |) 
messene | Protein-N messene) Protein-N |messene| Protein-N |messene/ Protein-N |messene) Protein-N 
Wasser. | 0 |Wasser- sandees Wasser- nalthion Wasser- winhene Wasser- saline 
stoll | cchwerel- | 0M | ccnweter-| SM | cchwatel-| *% | ccheefel- | **°M | scherefet 
ionen- |sdure (+)| ionen- |saure (+)} ionen- | saure (+)/ ionen- | saure (+) | ionen- | saure (+) 


wy | od, Ammo: | od. Ammo- od. Ammo- k od. Ammo- od. Ammo- 
konzen- | niak (+) /konzen-| niak (+) |konzen- niak (+) |Konzen-/ niak (+) konzen- niak (+) 
trat., h | im-ccm | trat | in ccm trat. h| 2 ccm | trat.h| mm Ccm) | trat.,h| I ccm 

| — P/1000 1/1000 N/ 1000 N/1000 N! 1000 

| t—t' | tit’ 
h x 10° ) b= [hx 10°} b= 
i | 

















| 
~~ | hx 10° b==——— hx 10°| >= ——— [hx 10°) 5 = -, 





74,19 | + 26,4 | 75,47 | +-25,7 | 78,40| + 25,9 | 76,39| +261 | 80,91] + 25,8 
65,67 | 24,4 | 66,27/ 23,7 | 70,15]; 23,5 | 68,86] 23.4] 70,17] 23,2 
56,10} 21,4 58,80} 20,6 | 59,62} 21,0 | 59,66} 20,9 | 60,91} 205 
48,31) 18,1 | 49,97 17,7 | 4944 179| — | — | 54,76] 17,7 
36.82 | 14,5 | 38,64) 14,1 | 39,63; 14,1 | 39,33] 14,3 | 41,09] 13,9 


29,32} 10,5 | 29,39/ 94| 3060] 9,5] 29,91} 97/3074] 94 











20,14 | 38) 21,50; 3,5 | 21,18 3,5 | 20,98 3.6 | 19,95} 3,5 
| 
16,06 | 


1237 | + 32|1275/ + 34 











g91/+ 76) 881| > 78 




















i | 








i 
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s Eieralbumins. 













































































OF | G | H | I 
: A | » i 2 of __ 
| 0.363 n | 0,354 n 0,065 n | 0,059 n 
| ca, 32,0 | ca. 10,5 ca. 31,7 | ca. 10,5 
= | Die pr. | Die pr. Die pr. | Die pr 
eo. | Milligr.- : _ | Milligr.- : i Milligr.- : 7 Milligr 
jie ge- | Aquival.- ne ge Aquival.- ame: Ot Aquival.- Die ge |  Aquival,- 
- Protein-N | messene | Protein-N messene Protein-N messene | Protein-N 
ge- . | ge- ge- . ge- 
asser- | bundene Wasser- | pundene Wasser- bundene Wasser- bundene 
vot. | . Menge 2 Menge 7 Menge stoff- | Menge 
pol Schwefel- fo | Schwefel- ne Schwefel- a Schwefel- 
onen- saure (+) ionen- | saure (+) ionen- siure (+) ionen- sdure (+) 
| od. Ammo- od. Ammo- od. Ammo- od. Ammo- 
nzen- | niak (+) konzen- | niak (+) konzen- niak (+) konzen- | niak (+) 
ath | im com trat,h | in ccm trat., h in ccm trat,h | in com 
1/1000 | N/soco ; N/ 1000 | N/s000 
| t-- t! | t +t! tt’ t =-t' 
9° | b=- “?. hx 10° | pos——— | woe se b=—— | hx 10° | danke 
| | | 
7 | aecral : 
346 | 25,2 | 7913 | +258 | 101,7 +260 | 98,70 | +253 
| | 
69 23.3 | 70,48 | 23,4 | 87,24 93.4 | 85,44 22.9 
| 
58 | O14 | 59,99 | 20,8 | 70,86 20,6 | 70,85 20,5 
| | | 
083; 17,7 | 4951 | 17,8 | 57,50 17.5 | 56,71 17,5 
| 
| i - - ‘ 
9,22 | 13,8 41,74 | 14,1 | 465,08 13,9 45,93 13,8 
| 
} » - 
4,69 | 9,2 30,68 | 95 | 31,49 9,3 33,57 9,4 
| 
0,06 | 3,5 19,70 | 3.6 | 20,83 3,5 21,43 3,5 
| | | 
551 0,0 15,48 | 0,1 | 15,23 0,0 16,06 0,0 
| | | | 
209 | + 33 | 11,85 | - 34 | 11419 | + 32 | 1055 | + 34 
B10 | > 7,7 7,92 | > 7,7 | 6,82 | + 7,7 7,15 | + 7,8 
| | 














12* 
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und dasselbe gilt fiir die Reihen G, F und E (c = ca. 0,363 n 
Kurve II) und D, C und B (c = ca. 1,417 n Kurve III) wahrend 
die Reihe A (c = 2,817 n) ihre eigene Kurve IV verlangt. Anders 
ausgedriickt wird dieses sagen, daB wenn die Ammonium- 
sulfatkonzentration unverdndert ist, dann ist b unab- 
hingig von der Eieralbuminkonzentration, welche ja, 
wie es aus Tabelle 23 ersichtlich ist, innerhalb der durch die 
nimliche Kurve reprisentierten Reihen bedeutend variiert. 

Figur 10 zeigt des weiteren, dal, eine Wasserstoffionen- 
konzentration gréBer als ca. 15—16-10~° ein positives b 
gibt, d. h. das Eieralbumin bindet tiberschiissige Schwefelsaure, 
und daf kleinere Werte der Wasserstoffionenkonzentration 
negative Werte von b ergeben, oder das Eieralbumin bindet tiber- 
schiissiges Ammoniak. Die drei Kurven schneiden einander 
bei der Wasserstoffionenkonzentration 16-10~°, die vierte 
Kurve, mit c = 1,417 n, hat bei Wasserstoffionenkonzentra- 
tionen niedriger als 25-10~° einen von den drei anderen 
etwas verschiedenen Verlauf, die Abweichung ist aber nicht 
gréfer, als daB sie sich durch Versuchsfehler leicht erkliren 
laf8t. Sieht man von dieser Abweichung ab, so erhellt es aus 
der Kurventafel, daB die bei einer gegebenen Wasser- 
stoffionenkonzentration pr. Milligramm-Aquivalent 
Proteinstickstoff gebundene Menge Schwefelsaure 
(b positiv) oder Ammoniak (b negativ) mit der Am- 
moniumsulfatkonzentration wichst. 

Das Eieralbumin verhélt sich demnach ganz analog mit 
dem, was wir fiir die einfachen Ampholyten als giiltig befunden 
haben (siehe S. 155), und ganz wie die oben entwickelte Theorie 
iiber das Saéurebindungsvermégen der Ampholyten es verlangt 
(siehe S. 148). 

Auf noch einen Punkt miissen wir die Aufmerksamkeit 
lenken. Bei den obigen Berechnungen haben wir die Dissozi- 
ation des Eieralbumins in Wasserstoff- und Anionen beziehungs- 
weise in Hydroxyyl- und Kationen nicht beriicksichtigt. Hieraus 
folgt nun, daf die in der Figur 10 wiedergegebenen Kurven 
mit einem systematischen Fehler behaftet sind, welcher um 
so gréBere Bedeutung erlangt, je niher die Wasserstoffionen- 
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Figur 10. 
Weiter kann man, wie es im theoretischen 


konzentration der Lésung dem isoelektrischen Punkt des Eier- 
Teil naher begriindet ist (siehe S. 148), aus Figur 10 schatzen, 


albumins riickt. 
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daf die isoelektrische Reaktion des Eieralbumins, wie sie oben 
(S. 147) definiert ist, bei 15 — 16-10~° liegen mu8, weil 
bei dieser Wasserstoffionenkonzentration — unter den ge- 
nannten unrichtigen Voraussetzungen — weder Schwefelsiure 
noch Ammoniak im Uberschu8 gebunden wird. Da8 der wirk- 
liche, isoelektrische Punkt des Eieralbumins eben bei dieser 
Wasserstoffionenkonzentration liegt, soll im letzten Teil (Ab- 
schnitt D) dieser Abhandlung auf anderem Weg dargetan 
werden. 





b) Ist das Siurebindungsverm6gen unter sonst glei- 
chen Verhdltnissen fiir alle Eieralbuminlésungen das- 
selbe? 


Die nichste zu beantwortende Frage war diese: Behalten 
die mittels der beim Hauptversuch benutzten Eieralbuminlésung 
gewonnenen Resultate ihre Giiltigkeit auch anderen Eieralbumin- 
ldsungen gegeniiber? Ist, anders gesagt, der gefundene zahlen- 
miifige Ausdruck des Séurebindungsvermoégens und die gra- 
phische Darstellung desselben fiir Kieralbuminlésungen tiberhaupt 
giiltig, dermafen dafi das Sadurebindungsvermégen zur Charak- 
terisierung dieses Proteinstoffes herangezogen werden kann ? 

Zur Beantwortung dieser Frage haben wir in den Tabellen 
24, 25 und 26 einige Versuchsreihen zusammengestellt, welche 
mit zu verschiedenen Zeiten dargestellten Eieralbuminlésungen 
gemacht sind. Die Versuche, bei welchen Herr S. Palitzsch 
die Wasserstoffionenmessung ausfihrte, wurden tibrigens ganz 
wie beim Hauptversuch beschrieben durchgefiihrt, gleichwie 
die Berechnung des Saurebindungsvermogens, b, mittels der 
gemessenen Wasserstoffionenkonzentration, h, wie oben an- 
gegeben ausgefiihrt wurde. In den Tabellen 24, 25 und 26 
findet sich jetzt, auBer dem solchermafen berechneten Werte 
von b, auch der entsprechende mittels der Kurventafel er- 
haltene Wert. In solchen Fallen, wo die Ammoniumsulfat- 
konzentration mit keiner der gezeichneten Kurven wtberein- 
stimmte, konnte man den gesuchten Wert von b durch Inter- 
polation zwischen zwei Kurven oder, wenn notig, durch eine 
weniger sichere Extrapolation finden. 
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Tabelle 24. 


Das Saurebindungsvermégen des Eieralbumins. 


Simtliche Versuche wurden mit einer in 1913 dargestellten, dialy- 
sierten Eieralbuminlésung (Py) ausgefiihrt. e, die Anzahl der Milligramm- 
Aquivalente Proteinstickstoff in 100 ccm war in den Versuchen Nr. 1—6: 
ca. 8,2; in Nr. 7—22: ca. 16,3; in Nr. 23—383: ca. 24,5. 


Die Ammoniumsulfatkonzentration, c, war iiberall ca. 0,35 n. 






































Die pro Milligramm- | Die pro Milligramm- 
Aquivalent Protein- | Aquivalent Protein- 
Die ¢e- stickstoff gebundene | Die ge-| stickstoff gebundene 
Menge Schwefel- me Menge Schwefel- 
messe-| | messe-| | 
ies siure (+) oder Am- sic siure (-+-) oder Am- 
Ver- |Wasser-| Moniak (+) in cem | yer. _ moniak (—-) in ccm 
suchs-| torr | 0/1000, suchs.| stoff- | n/t 000, 
num- ; t Se {/ num- b t Sa t/ 
mer | 1Onen b=. mer | lOnen- | ee 
konzen-) e konzen- i? 
tration, | | aus der tration, | aus der 
h | aus der |Kurven- h | aus der |Kurven- 
|Messung| tafel Messung tafel 
| | berechnet| (Fig. 10) | _| berechnet| (Fig. 10) 
| h. 10° | | abgeleitet | h- 10° | abgeleitet 
1 | 77,93! + 252 | + 25,2 | 18| 1281; + 29 | + 26 
2 | 4682) +171 | +163] 19} 1232) + 29] + 34 
3 | 27,73 + 83] + 7,9 20 | 1007; + 53 | + 5,4 
4 | 2038) + 38] + 37] 21) 989) + 53 | + 57 
5 | 1484| + 08 | + 06 | 22| 808| + 7,7 | + 80 
6 | 964| + 54] + 60 | 23| 68,79! + 234 | + 230 
: | 
7 | 68,24 | -+- 22,6 + 22:8 24 | 54,79 | + 18,5 -+- 19,0 
8 | 59,05 | + 204 | + 203 | 25 | 39,85 | + 13,9 | + 13,6 
9 | 44,71 + 15,9 | + 15,5 | 26 3063) + 91 | + 94 
10 | 33,55 | + 11,2 | + 106 | 27] 25,92) + 68 | + 70 
11 | 29,02) + 89} + 86] 28| 2261/ + 44] +4 51 
12 | 2476; + 66] + 64] 29 18,09 | + 20] + 19 
13 | 2096) + 42 | + 41] 30| 1504) + 04 | + 05 
14 | 17,84| + 19 | + 18 | 31] 1251] + 28 | + 29 
| | 
15 | 1555| + 05] + O14 | 32] 1006| + 52] + 54 
16 | 1505) + 05 | + 05 | 38} 820) + 76) + 7,8 
17 | 1478} + 05] + 07 | | 
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Tabelle 25. 


Das Sdurebindungsvermégen des Eieralbumins. 


Samtliche Versuche wurden mit einer in 
sierten Ehorathaanensbonng (Pip) auagefGhrt. 


| 
| Die “ie | 
Die Die 
Ver- | Ammonium.- | von Mitige- gemessene 
suchs- | | sulfatkonzen-, rare ee Wasserstoff- 
num- tration, | Proteinstick- 'ionenkonzen- 
mer | ¢ > n/t | stoff in 100 
icemVersuchs- 
| | fliissigkeit | 


tration, h 


c h- 10° 


1913 dargestellten dialy- 


Die pro Milligr. -Aquiva- 
lent Proteinstickstoff ge- 
bundene Menge Schwe- 
felsiure (-++-) oder Ammo- 
niak (=), 
i: oe 
e 


‘aus der Kur- 


aus der ventafel 


pa 





berechnet | 


(Fig. 10) abge- 
leitet 





9.98 
9.98 
9,98 
9,98 
9.98 
9,98 
9.98 
9.98 
9.98 
9,98 
15,57 
9,98 
14,97 
9,98 
14,97 
19,96 
9,98 
14,97 
9,98 
14,97 
14,97 
9,98 
9,98 
9,98 
998 | 
998 | 
998 | 


18,66 
15,80 
18,89 
10,45 
18,63 
16,94 
14,61 
19,04 
17,15 
14,43 
60,90 
19,16 
17,88 
17,23 
16,78 
15,10 
14,98 
14,76 
14,69 
13,76 
11,76 
19,94 
17,04 
14,35 
10,38 
22 56 
9,62 


2,004 
2,004 
2,004 
2,004 
1,003 
1,003 
1,003 
0,501 
0,501 
0,501 
0,351 
0,376 
0,379 
0.376 
0,379 
0,382 
0,376 
0,379 
0,376 
0,379 
0.379 
0,252 
0,252 
0,252 
0,252 
0,016 
0,016 














2.3 
0,2 
i? 
5,1 
2,1 
0,8 
1,4 
2.6 
1,3 
1,2 
20,8 
2,9 
1.8 
1,4 
ia 
0,5 
0,6 
0,8 
> of 
> 18 
2,9 
3,3 
1,1 
| - 32 
| + 49 
(448) ") 
ered 


. 


-i- 
-{- 


pp ap Pe he ae oh 
err ee? +44 +44 4 








') Die angefiihrte Zahl entspricht der Kurve der kleinsten Ammo- 


niumsulfatkonzentration, c = 0,062 (Fig. 10). 
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Bei all’ den in der Tabelle 24 aufgefiihrten Versuchen 
wurde eine im Jahre 1913 dargestellte und auf gewodhnliche 
Weise dialysierte Eieralbuminlésung (P,, gemerkt) benutzt. 
Die Ammoniumsulfatkonzentration war in allen Versuchen die- 
selbe und zwar 0,35 n, einer der Kurven der Figur 10 ent- 
sprechend, die Eieralbuminkonzentration dagegen war eine 
verschiedene, indem die Versuche in drei Reihen einzuordnen 
sind mit Proteinkonzentrationen, die sich zu einander wie 
1:2:3 verhalten. Es erhellt aus der Tabelle, da8 die Uber- 
einstimmung des aus der Messung berechneten mit dem aus 
der Hauptkurventafel (Fig. 10) abgeleiteten Wert fiir b eine 
vorziigliche ist, indem die Abweichung niemals 1 ccm ®/1000 
erreicht. 

Die in der Tabelle 25 angefiihrten Versuche beziehen 
sich auf eine im Jahre 1913 dargestellte Eieralbuminlésung 
(P,,, gemerkt). In diesen Versuchen variierte teils die Protein- 
konzentration (innerhalb recht enger Grenzen), teils die Am- 
moniumsulfatkonzentration. Auch hier ist die Ubereinstimmung 
des aus der Messung berechneten und des aus der Kurven- 
tafel (Fig. 10) abgeleiteten Wertes fiir b zufriedenstellend. 

Bei den Versuchen der Tabelle 26 benutzen wir eine im 
Jahre 1914 dargestellte Kieralbuminlésung (P, gemerkt). In 
diesen Versuchen wurden sowohl die Ammoniumsulfat- als auch 
die Proteinkonzentration in weitem Ma8 variiert. Es erhellt 
aus der Tabelle, dab, wiihrend die Ubereinstimmung zwischen 
dem berechneten und dem abgeleiteten Wert des b zufrie- 
denstellend ist bei denjenigen Versuchen, in welchen die Pro- 
teinkonzentration eine betriachtliche (e = 20,460) ist, so ist 
dies bei den Versuchen mit ganz niedriger Proteinkonzentra- 
tion (e = 2,046 oder e = 1,023) nicht mehr der Fall. Bei 
siimtlichen solchen Versuchen ist der aus der Messung be- 
rechnete Wert fiir b ausgesprochen gréfer (der numerische 
Wert also kleiner, wenn das Vorzeichen negativ ist) als der 
aus der Kurventafel abgeleitete Wert. Da es sich bei diesen 
Versuchen um Wasserstoffionenkonzentrationen in der Nahe 
der isoelektrischen Reaktion des Eieralbumins handelt, so mui 
die Ursache dieses abnormen Verhaltens gewif in dem Um- 








1g 
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stand zu suchen sein, daf die Kurventafel (Figur 10) auf der 
Grundlage von Versuchen mit héheren Proteinkonzentrationen 
und ohne Riicksichtnahme auf die Dissoziation des Proteins 
in beziehungsweise Wasserstoff- und Anionen und Hydroxyl- 
und Kationen ausgearbeitet ist. Diese Frage ist schon im 
vorigen Abschnitt (siehe S. 148) ausftihrlich behandelt worden, 
woselbst es gezeigt worden ist, daf es bei dem isoelektrischen 
Punkt eines Ampholyten und in der Nihe desselben nicht 
erlaubt ist von dieser Dissoziation abzusehen, und dab die 
Gréfe des dadurch bedingten Korrektionsgliedes von der Am- 
pholytenkonzentration in solcher Weise abhingt, dab b (mit 
Vorzeichen gerechnet) einen um so groferen Wert bekommen 
muf, je niedriger die Ampholytenkonzentration ist. Die wahr- 
genommene Abweichung 1abt sich demnach in bester 
Ubereinstimmung mit unseren theoretischen Voraus- 
setzungen erklaren (siehe tibrigens S. 178—180). 

Eine genauere Durchsicht der Tabelle 26 zeigt uns in- 
dessen, daf auch in den Fillen, wo die Proteinkonzentration 
hoch ist, die aus den Messungen berechneten Werte von b 
durchgehend hodher sind als die aus der Kurventafel abgelei- 
teten, wenn auch die Abweichungen hier niemals 1 ccm "/1000 
erreichen. Diese Probe von Eieralbumin besitzt also nicht in 
so hohem Ma wie die beiden vorhergehenden dasselbe Siiure- 
bindungsverm6gen wie die beim Hauptversuche angewandte, 
die Abweichung aber ist so geringfiigig, dal sie sehr wohl 
von Versuchsfehlern herriihren kann, von welchen wir beson- 
ders hier einer weniger genauen Bestimmung des Ammoniak- 
gehaltes der dialysierten Eiweiflésung gedenken werden. Wird 
die Grenze des Versuchsfehlers zu 1 ccm ®/1000 im Werte von b 
gesetzt, so haben die von uns untersuchten, normalen 
Eieralbuminlésungen dasselbe Siéurebindungsver- 
modgen gezeigt, und wir betrachten diese Tatsache 
als einen Beweis dafiir, daB Eieralbuminlésungen, 
welche auf die in der vorhergehenden Abhandlung 
angegebene Weise dargestellt sind, immer denselben 
Stoff mit den fiir ihn charakteristischen Eigenschaften 
enthalten. 
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Anders mufs selbstverstandlich die Sache liegen, wenn die Eier- 
albuminlésung einer anfangenden Faulnis anheimgefallen ist, oder in 
anderer Weise, z. B. durch zu lange Aufbewahrung mit Uberschuf von 
starken Séuren oder Basen, ein Abbau angefangen hat. In solchen Fallen 
mufs man ein gréferes Vermégen Siuren oder Basen zu binden erwarten, 
weil der Abbau sowohl séure- als basebindende Gruppen freimacht. Wir 
haben dieses Verhaltnis nur bei einer einzelnen Eieralbuminprobe experi- 
mentell nachgewiesen, indem wir einige Wasserstoffionenmessungen vor- 
genommen und daraus b berechnet haben fiir einige Mischungen, die wir 
aus der in Abhandlung I (siehe S. 29u. f.) erwahnten dialysierten Eieralbumin- 
lésung darstellten, welche Lésung nach der Beseitigung des Toluols einen 
deutlichen, wenn auch ganz schwachen faulen Geruch besaf. In allen 
Versuchen war die Ammoniumsulfatkonzentration, c, gleich 0,354 n, und 
die Anzahl, e, der Milligramm-Aquivalente Proteinstickstoff in 100 ccm 
Fliissigkeit gleich 14,2. Das Resultat der Messungen, welches unten 
angefiihrt ist, zeigt, dafi das Saurebindungsvermégen hier, wie es zu 
erwarten war, gréfier als das normale war. 


6 b aus den Messungen b aus der Kurventafel 
h-10 berechnet. abgeleitet. 
61.95 —. 26,23 -+- 21,70 
54,77 23,64 19,00 
47,76 21,00 ) 16,65 


c) Bestimmung des Gehalts und der Verteilung tiber- 
schiissiger Schwefelséiure in ammoniumsulfathaltigen 
Kieralbuminlésungen mittels der Hauptkurventafel. 


Wir kehren jetzt zu der in der Einleitung dieser Ab- 
handlung gestellten Frage zuriick, ob es méglich ist, sowohl die 
ganze gegenwiartige «<itiberschiissige» Menge Schwefel- 
siure oderAmmoniak als auch dieVerteilung derselben 
zwischen dem Eieralbumin und dem umgebenden Dis- 
persionsmittel mittels einer Wasserstoffionenmessung zu 
bestimmen. Wir haben in dem Vorausgegangenen gesehen, 
daB diese Frage bejahend beantwortet werden muf, indem die 
Hauptkurventafel (Figur 10), wenn h gemessen wird, eine Ab- 
lesung von b erlaubt, selbstverstindlich unter der Voraus- 
setzung, dafi auch die sonstige Zusammensetzung der Liésung 
bekannt ist. Da weiter, wie es oben (S. 165) erwihnt ist, das 
Gehalt des Dispersionsmittels an  tberschiissigen Mengen 
Schwefelséure oder Ammoniak sich, wenn h gemessen wird, 
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berechnen lift, so sind alle zur Beantwortung der gestellten 
Frage notwendigen Daten vorhanden. Die Grundlage, auf wel- 
cher die Hauptkurventafel ruht, ist indessen, wie es im Vor- 
hergehenden mehrmals erwahnt ist, nicht ganz zuverlissig, 
indem die Dissoziation des Eieralbumins in Wasserstoff- und 
Anionen beziehungsweise Hydroxyl- und Kationen bei der Be- 
rechnung unberiicksichtigt geblieben ist; es wird deshalb von 
Interesse sein zu untersuchen, wie grofi wohl der Einfluf 
dieser Vereinfachung auf die Genauigkeit der mittels der Tafel 
gewonnenen Resultate sein kann. Wir wollen uns in diesem 
Abschnitt etwas niher hieriiber orientieren. 

Eine quantitative Behandlung der genannten Frage ist 
kaum durchzufiihren, die qualitative Bedeutung der oben- 
genannten Fehlerquelle erkennt man aber leicht, wenn man be- 
denkt, dafi das Kieralbumin ein ausgepriagt sauer reagierender 
Ampholyt ist, und daf man demgemaéf praktisch genommen 
von der Dissoziation in Hydroxyl- und Kationen absehen kann. 
Und zwar ist der Fehler dann derjenige, dafi man die tiber- 
schiissige Siiurekonzentration, s, des Dispersionsmittels aus 


der Gleichung 


sah-f + 


mittels des gemessenen Wertes von h berechnet, ohne zu 
beriicksichtigen, daf ein Teil der Wasserstoffionen, welche die 
Wasserstoffionenkonzentration h geben, aus der Dissoziation 
des Eieralbumins in Wasserstoff- und Anionen stammt und 
deshalb nicht in der Berechnung von s mitgenommen sein 
solle. Der Fehler zeigt sich somit in einer zu hohen Bewertung 
des s (mit Vorzeichen gerechnet), und das aus demselben be- 
rechnete t‘, welches die in dem Dispersionsmittel von 100 ccm 
Versuchsfliissigkeit anwesende Menge iiberschiissige Schwefel- 
sdiure anzeigt, wird ebenfalls zu hoch berechnet. Die durch das 
Eieralbumin gebundene Sauremenge wird deshalb zu niedrig 
gefunden, und es ist unmittelbar einleuchtend, daf in dem 


mittels der Gleichung 
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(wo t die ganze in 100 ccm Versuchsfliissigkeit gegenwartige 
Menge iiberschiissiger Saiure und e die Anzahl von Milligramm- 
Aquivalenten Proteinstickstoff in demselben Volumen Versuchs- 
fliissigkeit bezeichnen) gefundenen Wert von b ein Fehler in t‘ 
um so mehr bedeutet, je mehr t+t’‘ sich O nahert, und je 
kleiner e wird. 

Das Resultat wird also das folgende sein: die mittels 
der Kurventafel abgeleiteten Werte fiir b (Saurebin- 
dungsvermoégen mit Vorzeichen gerechnet) sind immer 
zu niedrig, und der Fehler ist verhaltnismafig um so 
grOBer, je mehr b sich O nahert und je geringer die 
Proteinkonzentration der betreffenden Losung ist. 
Anderseits gibt die oben benutzte Berechnungs- 
weise einen zu hohen Wert fiir t‘ (der Gehalt des 
Dispersionsmittel an tiberschiissiger Saure), so dab 
der Gesamtinhalt der Losung an iiberschiissiger Saure, 
welcher ja durch Addition der durch das Albumin ge- 
bundenen und der im Dispersionsmittel gegenwar- 
tigen erhalten wird, richtig ist. Dieses behalt jedoch 
nur so lange Giltigkeit, als es sich um L6ésungen 
handelt, deren Proteinkonzentrationen einigermafen 
denjenigen entsprechen, auf welchen die Kurventafel 
(Fig. 10) basiert ist. Wie oben auseinandergesetzt, 
kann man bei ganz schwacher Proteinkonzentration 
b als von derselben unabhangig nicht betrachten, so 
wie es bei der Konstruktion der Kurventafel gemacht 
ist. Die Tafel gibt in diesen Fallen ein etwas zu 
kleines b, und auch die gesamte Menge iiberschiissige 
Siure der Lésung wird demzufolge zu klein gefunden. 


d) Bestimmung des gesamten Inhalts von tber- 

schiissiger Schwefelsdéure in ammoniumsulfathal- 

tigen Eieralbuminlésungen ohne Benutzung der 
Hauptkurventafel. 

Die gesamte iiberschiissige Menge Saure der Lésung kann 


auf einem direkteren Weg als dem im Abschnitt c beschrie- 
benen ermittelt werden. Dieses zweite Verfahren gibt immer 








Proteinstudien. II. Mitteilung 1st 


ein richtiges Resultat, es gibt aber tiber die Verteilung der 
iiberschiissigen Sdure unter den beiden Phasen der Lésung 
keine Aufschliisse, und ist im grofen und ganzen genommen 
umstandlicher als das oben erwahnte. | 

Um dieses etwas naher zu beleuchten, haben wir in der 
Tabelle 27 sémtliche Versuche zusammengestellt, welche wir 
mit der Ammoniumsulfatkonzentration ca. 0,36 n gemacht 
haben, und von welchen die meisten bei den im Vorhergehen- 
den angestellten Berechnungen benutzt worden sind. In der 
Tabelle finden sich Versuche von 11 Versuchsreihen mit ver- 
schiedenen Eieralbuminproben gesammelt, die Konzentration 
des Proteins, die durch e ausgedriickt wird, ist, wie es aus 
den Bemerkungen oben, iiber die eigentliche Tabelle, ersichtlich 
ist, in den verschiedenen Reihen eine weit verschiedene, die 
Konzentration des Ammoniumsulfats aber ist in allen Reihen 
sehr angendhert dieselbe. In der Tabelle findet man die fir 
jede einzelne Versuchsmischung ermittelte Konzentration, h, 
der Wasserstoffionen, die in 100 ccm dieser Mischung gegen- 
wartige Menge, t, von Schwefelséure (+-) oder Ammoniak (-) 
inecem 4/1000 ausgedriickt, nebst der daraus berechneten GroBe, 
q, welche Gré8e die pr. Milligramm-Aquivalent Proteinstickstoff 
gegenwartige iiberschiissige Anzahl von ccm ®/1000 Schwefel- 
siure (-+-) oder Ammoniak ( +) anzeigt. 

Werden bei einer graphischen Darstellung der in Tabelle 27 
gesammelten Versuchsresultate h als Abszise und q als Ordi- 
nate gebraucht, dann bekommt man fiir jede einzelne der 11 
Versuchsreihen eine Kurve, von welcher wir in Figur 11 die 
5 wiedergegeben haben, die den Werten 1,023, 2,046, 10,52, 
16,33 und 42,24 von e entsprechen'). Aus jeder einzelnen 
Kurve kann man jetzt gerade heraus ableiten, welche Wasser- 
stoffionenkonzentration, h, die entsprechende Eieralbuminlésung 
haben wird, wenn die tiberschiissige Schwefelsiuremenge, q, 
pr. Milligramm - Aquivalent Proteinstickstoff einen gegebenen 
Wert hat. In Tabelle 28 haben wir die solcherweise fiir ver- 








‘) Da die den nur einigermafen starken Eieralbuminlésungen ent- 
sprechenden Kurven so dicht aneinander liegen, haben wir iibersicht- 
lichkeitshalber auf die Figur 11 nur die 5 obengenannten gezeichnet. 
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Die Abhingigkeit zwischen der Wasserstoffionenkonzentration 
Die Ammoniumsulfatkonzentration. 


































Versuch Nr. 1—10: Eieralbuminlésung: Hauptversuch E; c = 0; 
> >» 11—20: > : > FP; Cc = 0% 
: » 21—30: » » G; c = 0,34 
> » 31—35: > Pry ; ¢ = 0,37 
. » 36—38: > : Pry 5c = 0,37 
» » 39—50: » : Piy > c= 0,33; 
> » 51—63: > : Pry -c¢ = 03) ' 
;* Bry 
c 353m 
‘ tT 
















































































| 100 00 ccm Ver- 100 ccm 2 Ver- | 
Die | suchsfliissig- — Choad Die suchsfliissig- Der 
Ver | gemessene [EON etocamt (sure (+) od.| Ver- | gemessene keitenthalten siiure 
niien, Ww asserstoff- iiberschuf an pap mpae suchs- Wasserstoff- iiberschuf an | ee 
num- pascannore Bsa oe “pr. Milligr: num- — stare (++) oder 7 Mt 
mer | [Ammoniak(>)/‘oiictickato | mer | hh —_-|Aumaoniak (~)/ (ont 
| N/ 1000 1/1000 
| 
1} 80,91 | +1125,8 | +2661 | 21 | 79,13 | +-305,5 | +2 
2 70,17 1009,9 23.93 | 22 | 70,48 276.3 ;  } 
3 | 60,91 893,4 21,14 | 23 | 59,99 244.6 
4 | 51,76 768,2 1819 | 24] 4951 208,2 
5 | 41,09 606,3 1435 | 25 | 441,74 166,2 
6 | 30,74 408,7 9,68 | 26 | 30,68 113,1 
7 | 19,95 157,4 3,73 | 27 | 19,70 46,3 
8 | 15,74 7,0 017 | 28 | 15,48 7,06 
9 | 1214 | + 1406 | + 333 | 29 | 1185 | + 311 | = 
10 802 | + 3288 | + 7,79 | 80 7,92 | + 780 | = 
11 | 7846 |+ 8433 | +2696 | 31 | 1788 | + 35,84] + 
12 | 70,69 766,4 2428 | 32 | 16,78 15,84 ! 
13 | 61,58 679,0 21,52 | 33 | 14,76 | + 416] =| 
14 | 50,83 580,6 18,39 | 34 | 13,76 | + 2416) = 
15 | 39,22 461,5 14,35 | 35 11,76 | + 4416] + 
16 | 29,69 308,8 960 | 36 | 1916 | + 37,04) + 
17 | 20,06 121,0 3,76 | 37 | 17,23 17,04 
18 | 15,51 7,0 0,22 | 38 | 1483 | + 296] + 
19 | 1209 | + 1022 | + 318 | 39 | 68,79 | +5962 | +! 
20 | 810 | + 2423 | + 755 | 40 | 5479 || 47619] | 
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1 
eralbuminlésung und ihrem Gesamtgehalt an Schwefelsiure. 
allen Versuchsgemischen ca. 0,36 n. 


ation 









































‘ation, 
g7)jgezahl Milligr.-Aquival.-Proteinstickstoff in 100 ccm Versuchsfliissigkeit, e = 42,24 
= O36 ” . >» 100 » > e = 31,96 
= 0,33, : > 100 » . e = 10,52 
= 0.370 > > 100 » > e = 14,97 
at? i > » 100 >» > e= 9,98 
= 035° > 100 » : o = 24,50 
- 035me ” > > 100 » , e = 16,33 
oni > > >» 100 » > e= §17 
= 0.333 i > > » 100 » e = 20,46 
= O3KRe ° > > 100 » > e= 2046 
= 0,34—N > » 100 » > e= 1,023 
Der Die | sachet [her Cherechas Die suchalissg- Der Ubarachu 
|e Ver | gomestone |e Gosamelsuure (+) od Ver- | gemessono ike enthalten| eo (fog 
Ammo uchs- Wasserstoff- iiberschu8 an Ammoniak(-), suchs-| ¥ 288erstoff-| gherschuB am |Atamnaniak(: )s 
q, in ¢: | ionenkon- Pay cee bn Milles” ite | ionenkon- a an eel ae Millie” 
Pose an | SeRReeTEER, lmenak 2) Aquival.-Pro- | —_- posta there Aquival.-Pro- 
| teinst mer h von tccm | cones mer | h | von t ccm | teinstickstofl 
| P N/;o0 ian t , N/ 005 | = t 
| 45 h - 10 t | =. | | h- 10° | t 1 es 
| 4A 41 | 39,85 | + 356,19 | +-14,54 | 64 | 9,98 | + g296 | + 5,04 
| 42, 30,63 | 236,19 | 964 | 62; 808 | + 122294 | + 7,49 
we 43) 25,92 | = 176,19 | 7,19 | 63 | 489 | + 202,24 | + 12,38 
ame 44 | 2261 | 116,19 4,74 | 64 | 77,93 | + 239,383 | + 29,29 
m4 | 1809 | 56,19 | 229 | 65 | 4682 | 159,33 19,50 
m4 | 1504 | + 381) + 016! 66 | 27,73 | 79,33 9,71 
47 | 1251 | + 63,81| + 2,60 | 67 | 20,38 | 39,33 | 4,81 
@ 4s 10,06 | = 123,81 | — 505 | 68 | 14,84 | 0,67 | 0,08 
~ #49 | 820 | + 183,81 | 7,50 | 69 | 9,64 | + 4067 | + 4,98 
~@ 50) 604 | + 24381; + 995 | 70) 584 | + 80,67 | = 9,87 
151 | 6824 | +307,76| +2436 | 71 | 2887 | +200,78 | + 981 
B52 | 5905 | 357.76 | 2191 | 72] 1488 | + 0,78 | 0,04 
~@ 53 | 4471 | 277,76 | 17,01 | 78 7,33 | + 15922 | + 7,78 
~ #54 33.55 197,76 | 12,11 | 74 | 2093 | + 20,89 | + 10,21 
re a5) 29,02 157,76 | 9,66 75 | 11,87 | 0,89 0,43 
#8 56 | 24,76 117,76 | 7,21 | 76 | 655 | + 1511 | + 7,39 
B57 2096 | 77,76 | 4,76 | 77 | 16,77 | + 1089 | + 10,65 
2 58 17,84 37,76 | 2,31 | 78 | 10,42 — 0,89 | 0,87 
448 59) 15138 | + 224) + 014! 79} 6,16 7,11 | + 6,95 
60 1257 | + 4224) + 259 | | | 
i j 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CIII. 13 
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schiedene Werte von q (von -+ 10 zu ~ 6) graphisch abge- 
leiteten Werte von h fiir die 11 hier behandelten Versuchs- 
reihen mit verschiedener Proteinkonzentration (verschiedene 
Werte von e) zusammengestellt. In der zweiten wagerechten 
Reihe ist die Wasserstoffionenkonzentration einer reinen wias- 
serigen Ammoniumsulfatldsung von der Konzentration 0,36 n 
aufgefiihrt. Die Wasserstoffionenkonzentration dieser Lisung, 
welche mit dem Werte e = 0 den natiirlichen Ausgangspunkt 
der iibrigen Losungen bildet, wurde mittels der im Abschnitt A 
(S. 114) gegebenen Formel (7) berechnet. Fiirs = 0 bekommt 


die Formel (7) die Gestalt: 





h- s — Xmax 
oder k.. 
h=V¥c-._” B 
m’°* fi 
Tabelle 28. 


Die Wasserstoffionenkonzentration, h, einer ammonium- 
sulfathaltigen Eieralbuminlésung, deren Ammoniumsulfatkonzentration, 
c = 0,36 n betragt, und die in 100 ccm Versuchsfliissigkeit e Milligramm- 
Aquivalente Proteinstickstoff nebst einer iiberschiissigen Menge Schwefel- 
sdiure (+), oder Ammoniak (>) enthalt, welche letztere Menge q 
ccm 4/1000 pr. Milligramm-Aquivalente Proteinstickstoff ausmacht. Die 
in der Tabelle ts Zahlen bedeuten h - 10°. 








| } 
e Pol tele tal + Ge. [te Bl he Al et 
} 








1,023 | 16,22 | 14,80 13,48 | 12,25 11,06, 9,90) 8,78 | 7,67 | 6,62 
2,046 | 20,67 | 18,40 16,48 | 14,72 | 13,10 |  a1'87 | 10,15| 8.77! 7.46 
10.90 | 9.07 


| 
| 
| | | 

0 | 3,64 3,64 3,64) 3,64/ 3,64 3,64 | 3.65 3,64 | 3,64 
| 
8.17 28,30 | 24.90 | 22,05 | 19,50 | 17,18 | | 14,95 | 12,86 | 
| 


998 | — | — | — | 19,60} 17,30/ 1525; — | — | — 
10,52 | 28,75 | 25,00 21,85 | 19,20 | 16,87 | 14,78 | 12,77 | 1 10,85 | 9,09 
1497 | — | — | — | — | 17,48) 15,25/1312; — | — 





16,33 | 30,35 | 26 


| 


6,10 22,70 | 19,90 | (17,45 | 15,22 | 13, 10 | 11,14 | 9 32 
20,46 | 29,42 | 25,53 22,42 | 19,65 | 17,08 | 14,85 | 12,82 | 10,91 | 9,00 
24,50 | 31,40 | 27,50 | 23,90 | 20,65 | 17,75 | 15,22 13,13 | ah 9,38 
31,96 | 30,65 | 26,75 | 23,32 | 20,38 | 17,70 | 15,28 | 13,25 | 11,30 | 9,47 
42,24 | — | 26,65 | 23,20 | 20,32 | 17,84 | 15,54 | 13,40 | 11,43 | 9,56 


Aus der Tabelle 28 ersieht man, dafi bei konstanter 


Konzentration des Ammoniumsulfats die Wasserstoffionenkon- 
13* 
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zentration mit wachsender Konzentration des Proteins ansteigen 
wird. Dieses gilt sowohl fiir reines Albumin (q = 0) als auch 
fiir solches, das Schwefelséure (q positiv) oder Ammoniak 
(q negativ) in Uberschu8 enthalt, es erhellt aber ohne wei- 
teres aus der Tabelle, da die Steigerung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration — wie es auch zu erwarten war — um 
so stirker ist, je gréBer q ist. Fir negative Werte von gq, 
das heifit fiir Eieralbumin mit tiberschiissigem Ammoniak, wird 
die Steigerung der Wasserstoffionenkonzentration in Uberein- 
stimmung damit um so geringer sein, je grOfer der numerische 
Wert von q wird, und bei einem angemessenen negativen 
Wert von q wird die Wasserstoffionenkonzentration der Pro- 
teinldsung von der Proteinkonzentration unabhangig und gleich 
der Wasserstoffionenkonzentration der reinen Ammoniumsulfat- 
ldsung werden. Bei noch gréferen negativen Werten von q 
wird die Wasserstoffionenkonzentration mit steigender Protein- 
konzentration abnehmen. 

Wenn man die senkrechten Stabe der Tabelle 28 durch- 
mustert, dann findet man zwar nicht, wie oben vorausgesetzt, 
ein stetes Steigen der Werte von q, die Abweichungen sind 
aber niemals gréBer, als daB sie sich leicht durch Versuchs- 
fehler erkliren lassen, indem jeder einzelne Wert von h aus 
der demselben entsprechenden Kurve und unabhingig von allen 
iibrigen abgeleitet ist. Die Abweichungen innerhalb jedes ein- 
zelnen senkrechten Stabes geben deshalb eine gute Idee tiber 
die relative Genauigkeit, mit welcher diese zu verschiedenen 
Zeiten, mit verschiedenen Eieralbuminlésungen und von zwei 
verschiedenen Experimentatoren ausgefiihrten Messungen durch- 
gefiihrt sind. Eine Ausgleichung dieser Abweichungen haben 
wir auf der Figur 12 vorgenommen, welche die Ergebnisse 
der Tabelle 28 graphisch widergibt, indem die Wasserstoff- 
ionenkonzentration, h, als Abszisse benutzt ist, wahrend e, 
das ja ein Ma der Eieralbuminkonzentration ist, als Ordinate 
aufgefiihrt ist. 

Jede einzelne Kurve der Figur 12 entspricht einem be- 
stimmten Werte von q, und es versteht sich leicht, wie man 
mittels dieser Kurventafel in einer L6sung, deren Ammonium- 
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e, Milligr.-Aquiv. Proteinstickstoff in 100 ccm 
Figur 12. 


sulfatkonzentration ca. 0,36 n ist, deren Proteinkonzen- 
tration bekannt ist und deren Wasserstoffionenkonzentration 
gemessen wird, die gesamte tiberschiissige Menge von Schwefel- 
siure oder Ammoniak bestimmen kann. Hat man z. B. eine 
Lésung mit der Eieralbuminkonzentration e = 20, und findet 
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man die Wasserstoffionenkonzentration = 19 X 10~°, dann 
zeigt die Kurventafel, daf q zwischen -+ 2 und -+ 4 liegen 
mu. Die dem gq = 2 entsprechende Kurve gibt (fiir e = 20) 
h = 17,45 X 10~ °, wihrend die Kurve, welche q = 4 ent- 
spricht, h = 20,16 < 10~ ° gibt. Durch Interpolation bekommt 
man dann (fiir h = 19,00 X 10~°) q = + 3,14, was somit 
bedeutet, daf eine ammoniumsulfathaltige Eieralbuminlésung, 
die auf Ammoniumsulfat bezogen 0,36 n ist, deren Protein- 
konzentration e = 20 entspricht, und deren Waseerstattiones- 
konzentration 19,00 X 10~° ist, 3,14 cem "/1000 tiberschiissige 
Schwefelsiure pr. Miltigramm-Aquivalent Proteinstickstoff ent- 
halt oder in 100 ccm Lésung in allem 20 X 3,14 = 62,8 ccm 


"/1o00 tiberschiissige Schwefelsiure. 


Das in Figur 12 gezeichnete Kurvenbiindel hat nur fir die 
Ammoniumsulfatkonzentration c = ca. 0,36 n Giiltigkeit, das 
ganze Biindel reprisentiert demnach nur diejenige einzelne Kurve, 
welche auf der Hauptkurventafel, Figur 10, diese Ammonium- 
sulfatkonzentration darstellt. Wird man das obige Verfahren zur 
Bestimmung der gesamten tiberschiissigen Menge von Schwefel- 
siiure oder Ammoniak auch bei anderen Konzentrationen des 
Salzes benutzen kénnen, dann mu man mehrere Kurvenbiindel 
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e, Milligr.-Aquiv. Protein-N in 100 ccm 





Figur 13. 
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Figur 15. 


wie das in Figur 12 wiedergegebene haben, die anderen Kon- 
zentrationen des Ammoniumsulfats entsprechen. Es hat sich 
aber herausgestellt, dai diese Konzentration nur eine gering- 
fiigige Rolle spielt, wenn es sich um kleine Werte von q 
handelt, und es ist ja eben in solchen Fallen, daB die An- 
wendung der Hauptkurventafel (Figur 10) zu den grdbsten 
Fehlern AnlaB gibt. Wir halten es deshalb nicht fiir not- 
wendig, alle die Kurvenbiindel wiederzugeben, welche wir fiir 
die verschiedenen Ammoniumsulfatkonzentrationen in ganz der- 
selben Weise wie oben konstruiert haben; wir geben nur die 
Kurvenbiindel, welche c = 0,064 n (Fig. 13), c = 2,79 n 
(Fig. 14) und c = 4,12 n (Fig. 15) entsprechen. Man sieht, 
daB alle vier Kurvenbiindel ganz denselben Charakter besitzen, 
obgleich die letztgenannten 3 mittels eines bedeutend kleineren 
Versuchsmaterials als das erste konstruiert worden sind. 


Um den Einflu8 der Ammoniumsulfatkonzentration etwas 
naher zu beleuchten, wollen wir nur anfiihren, daB von den 
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Figuren 13 und 14 in derselben Weise wie oben zu ersehen 
ist, daB, fiir e = 20 und h = 19,00 X 10°, q gleich + 2,69 
sein wird, wenn c = 0,064 n und q gleich + 4,50, wenn 
¢ = 2,79n. Aus der folgenden Zusammenstellung: 


c = 0,064 n q=-+ 2,69 
c = 0,36 n q=-+ 3,14 
c = 2,79 n q=-+ 4,50 


ersieht man, daB auch sehr bedeutende Anderungen des Wertes 
von c nur ganz kleine Anderungen in der Gréfe von q her- 
vorrufen. Wir haben deshalb gemeint, uns mit diesen drei 
Kurvenbiindeln begniigen zu kénnen, indem wir, wenn wir bei 
den in den folgenden Abhandlungen beschriebenen Unter- 
suchungen die iiberschtissige Menge Schwefelsiure oder Am- 
moniak nach diesem Verfahren ermitteln, fiir zwischenliegende 
Konzentrationen des Ammoniumsulfats interpoliert und fir 
héher oder niedriger liegende extrapoliert haben. Es ist auBer 
Zweifel, daB dieses Verfahren nicht ganz korrekt ist, der da- 
durch eingefiihrte Fehler ist aber gewif kleiner als der Fehler 
der elektrometrischen Wasserstoffionenmessung. 


e) Vergleich der. beiden Methoden, durch welche 

die iberschiissigeSchwefelsadure einer ammonium- 

sulfathaltigen Eieralbuminlésung bestimmt werden 
kann. 


Die Bestimmung des Gesamtgehalts einer ammonium- 
sulfathaltigen Eieralbuminlésung an itberschiissiger Schwefel- 
siure kann demnach, wie wir gesehen haben, auf zweierlei 
Weise geschehen. In beiden Fallen wird eine Messung der 
Wasserstoffionen vorgenommen, und auf dieser Messung fufend, 
kann man dann entweder b mittels der Hauptkurventafel 
(Figur 10) bestimmen, und dadurch die von dem Eieralbumin 
in 100 cem Versuchsfliissigkeit gebundene tiberschiissige Menge 
Schwefelséure (b-e) ermitteln, wahrend die im Dispersions- 
mittel gegenwartige Menge (t’) berechnet werden kann, die 
Summe (b-e + t‘) ist dann gleich die gesamte iberschiissige 
Menge Schwefelsiure — oder man kann q mittels der Kurven 
Figur 12, Figur 13, Figur 14 und Figur 15 finden, und daraus 
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den Gesamtgehalt an iiberschtissiger Schwefelsiure (q-e) un- 
mittelbar berechnen. 

Es wird jetzt von Interesse sein nachzusehen, ob und in 
welchem Mai die beiden Bestimmungsmethoden iibereinstim- 
mende Resultate geben, und ganz besonders interessant wird 
ein solcher Vergleich bei Lésungen, deren Wasserstoffionen- 
konzentration dem isoelektrischen Punkt des Eieralbumins sehr 
nahe oder gleich ist, weil die bei der Berechnung der Haupt- 
kurventafel gemachten Voraussetzungen hier nicht ganz stich- 
haltig sind. Wir haben deshalb in der Tabelle 29 eine Reihe 
von solchen nach beiden Methoden vorgenommenen Berech- 
nungen des Gesamtgehalts an tiberschiissiger Schwefelsiure 
oder an tiberschiissigem Ammoniak zusammengestellt. Diese 
Zusammenstellung umfait Lésungen mit zwei verschiedenen Kon- 
zentrationen des Ammoniumsulfats (ec = 2,0 n und c = 0,2 n), 
mit verschiedenen Proteinkonzentrationen (e = 1, 2, 5, 10, 15 
oder 20) und mit den Wasserstoffionenkonzentrationen 10, 15, 
20 und 25-10%). 

Die Tabelle 29 verlangt keine weitere Erklaérung, nur 
muf man sich erinnern, was die Gréfen b, t’, q und t be- 
deuten, welches letztere hier, um die Resultate der beiden 
Berechnungsweisen zu unterscheiden, teils t, und teils t, be- 
zeichnet ist. Hier mag deshalb nur bemerkt werden, dal b 
(fir ¢c = 2,00 n) aus der Hauptkurventafel (Figur 10) durch 
Interpolation zwischen den Kurven fiir c = 2,817 n und 
c = 0,363 n abgeleitet ist, wahrend die Kurven fiir c = 0,363n 
und c = 0,062 n in entsprechender Weise das fiir c = 0,20 n 
geltende b geliefert haben, indem die c = 1,417 n entspre- 
chende Kurve bei dieser Gelegenheit auBer Betracht gelassen 
ist, weil sie, wie schon oben (siehe S. 170) bemerkt, eben in 
dem hier behandelten Gebiet der Wasserstoffionenkonzen- 
tration einen von den tibrigen Kurven etwas abweichenden 
Verlauf besitzt. Ganz ebenso ist (fir c = 2,00 n) q durch 
Interpolation mittels der Kurvenbiindel fiir c — 2,79 n 
(Figur 14) und c = 0,36 n (Figur 12), und (fiir ¢ = 0,20 n), 
q mittels der Kurvenbiindel fiir c = 0,36n (Figur 12) und 
c = 0,064n (Figur 13) gefunden. t‘’ ist berechnet ganz 
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wie unter der Erwahnung der Tabelle 22 beschrieben (siehe 
S. 165)!). 

Es erhellt aus der Tabelle 29, daB die Abwei- 
chung zwischen den auf beiden Wegen erhaltenen 
Resultaten im grofen und ganzen nur klein ist. Die 
groften absoluten Abweichungen findet man natiir- 
lich bei den proteinreichen Lésungen, allein berechnet 
man die Abweichung pr. Milligramm-Aquivalent Pro- 
teinstickstoff, so findet man dieselbe am grOBten bei 
den niedrigen Proteinkonzentrationen, und die in der 


t —t 
Tabelle aufgefiihrte GréBe * ist in diesen Fallen 
e 


immer positiv. Dieses ist in voller Ubereinstimmung 
mit dem, was man zu erwarten hatte, indem das aus 
der Hauptkurventafel (Fig. 10) abgeleitete b bei den hier er- 
wahnten Wasserstoffionenkonzentrationen nur fiir einigermafen 
grohe Proteinkonzentrationen richtig, bei niedrigeren Konzen- 
trationen des Proteins aber zu klein ist (siehe S. 180). In sol- 
chen Fallen wird demzufolge auch t, zu niedrig und =. 
positiv sein. Die Tabelle zeigt, daSi fiir e = 1 oder e = 2 
die Abweichung pr. Milligramm-Aquivalent Proteinstickstoff 
2—3 cem "/1000 ausmachen kann, der Fehler ist also hier 
merkbar, bei der Bestimmung der Gesamtmenge tiberschiissiger 
Siure aber bedeutet er nur wenig, weil die Proteinkonzen- 
tration schwach ist. Schon bei e=5 sind die Abwei- 
chungen kleiner, indem sie hier 1 cem "/1000 nicht iber- 
steigen, und bei gréferen Proteinkonzentrationen 
erreichen die Abweichungen niemals eine Gréfe von 
1/2 cem "1000 pr. Milligramm-Aquivalent Proteinstick- 


stoff. 
D. Der isoelektrische Punkt des Eieralbumins. 


In einer vor ein paar Jahren ver6ffentlichten Abhand- 
lung’) stellt L. Michaelis den folgenden Satz auf: 


‘) Wir haben immer, in der Tabelle 29 wie in der vorhergehenden, 
simtliche Gréfen mit zwei Dezimalstellen aufgefiihrt, und zwar obschon 
wir wohl wissen, dafs schon die erste Stelle gewdhnlich nicht als zuver- 


lassig betrachtet werden darf. 
*) Biochem. Zeitschrift Bd. 47, S. 251 (1912). 
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Lost man einen leichtléslichen Ampholyten in einer Fliis- 
sigkeit, welche irgend eine Wasserstoffionenkonzentration be- 
sitzt, dunn verhiilt er sich wie eine Saéure, wenn die Wasser- 
stoffionenkonzentration kleiner, und wie eine Base, wenn die 
Wasserstoffionenkonzentration gréfer als die isoelektrische 
Reaktion des Ampholyten ist. Im ersten Falle wird der Am- 
pholyt, wie jede Saure, die Wasserstoffionenkonzentration ver- 
grOBern, im letzteren dagegen, wie jede Base, sie verkleinern. 
Ist*die urspriingliche Wasserstoffionenkonzentration der Fliissig- 
keit eben gleich derjenigen, welche dem isoelektrischen Punkt 
des Ampholyten entspricht, dann wird der Zusatz des Ampho- 
lyten die Wasserstoffionenkonzentration der Flissigkeit nicht 
aindern. Die Richtigkeit dieser «Behauptung» — um die eigene 
Ausdrucksweise Michaelis zu benutzen — stiitzt der Ver- 
fasser durch eine Reihe von Versuchen mit den Ampholyten 
Phenylalanin und Glykokoll, deren Ergebnisse einigermafen 
mit der entwickelten Theorie iibereinstimmen. 

Ganz dasselbe Prinzip hat K. A. Hasselbalch®) in einer 
jiingst verdffentlichten Abhandlung benutzt, in welcher er die 
wohlbekannte ‘latsache, daB das Blut unter normalen Um- 
standen eine hdhere Wasserstoffionenkonzentration als das 
gegenwartige Serum besitzt, einer niheren Untersuchung unter- 
zieht. Hasselbalch findet, daf dieser Unterschied zwischen 
der Wasserstoffionenkonzentration des Blutes und der des 
Serums mit wachsender Kohlenséuretension und damit an- 
steigender Wasserstoffionenkonzentration nach und nach ver- 
schwindet, und dai Blut und Serum bei einer Kohlensiure- 
tension von etwa 150 mm (bei 38°) dieselbe Wasserstoffionen- 
konzentration, dem p_. = ca. 6,8 entsprechend, haben werden. 
Die Ursache hierzu findet Hasselbalch in dem Inhalt des 
Blutes an Oxyhimoglobin, dessen isoelektrischer Punkt nach 
Untersuchungen von L. Michaelis und D. Takahashi?) eben 
bei p,,. = 6,8 liegt, und Hasselbalch meint auf diesem Wege 
den isoelektrischen Punkt bestimmen zu kénnen, sowohl fiir 
Oxyhimoglobin als auch fiir andere Ampholyte mit isoelek- 


1) Biochem. Zeitschrift Bd. 78, S. 129 (1916). 
2) Biochem. Zeitschrift Bd. 29, S. 439 (1910). 
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Tabelle @. 


Bestimmung des gesamten Uberschussesan Schwefelsdure od. Ammoniak 
der Hauptkurventafel (Figur 10) als auch 












































| | Die Ammoniumsulfatkonzentration, c, = 2,00 n 
| Die An- | | a 
Die (zahl Milli- | Der Gesamtiiberschuf in 100 ccm Ver- | fine 
roe te | suchsfliissigkeit an womens (++) Die’ pr. Mille 
palin iam | oder Ammoniak (+) in ccm 2/1000, t | Differenz | Aquival. 
ionen- | stickstoff pan | ty + ty a 
konzen- |in 100ccm| | | ; | in | nn 
tration, h easiathan, | mittels der | mittels der | ¥ | in 
| flassigkeit| Hauptkurventafel l Figuren 12 u. os [1000 com N/ 1909 
| | (Fig. 10) bestimmt | 14 bestimmt | | = 
hx10°) |b t tp=b-e+t' q |ty=q-e| > % i 
| | | | | | | 
10 | 1 |-58814-7,04-+ 1,16/-12,19|+ 2,19] +1,03 | +1,03 
4a + 0,63 12,56 / + 11,93; — we —- | - 
0 | 2 + 5,88; 7,04| + 4,72/+0,92, + 1,84| 2,88 1,44 
o| = 0,63) 12,54) -+ 11,28 +740) + 14,80; 352 | 1,76 
Se io 5,88} 7,01) + 22,39 + 3,64 + 18,20; 4,19 | 0,84 
6 | 6B |= 0,68 12.51/+ 9,38 | +2, 38 4 11,65) 229) 0,46 
20 | 5 +8 70 17,60; -+ 36,10 + 7,44 + 3720! 110 | 0,22 
% | 5 H+7, 12) 22,53 | + 58.13 | —|;/ — | - at 
10 10 = 5,88) 6,98) > 51,82 | + 4,92 + 4920! 2,62 0,26 
15 10 +0, 63} 12.45 | + 5 +063 4 6,30; 0,15 0,02 
20 10 |-+-3,70 eae 54,51 aiade 53,40; +111 | +0,11 
25 10 +n 22,42 + 98,62 i 92,50 | +112 | +01 
10 15 | 5,88) 6,94 + 81,26)+5,00 + 75,00) 4+6,26 | +042 
15 15 + 0,63) 12,38 |-+ 2,93 +048 4 7,20, 4,27 | 0,28 
20 15  |4-3,70| 1743/4 72,93 45,06] + 75,90; 2,97 | 0,20 
25 15 |-+-7,12) 22,30 | + 129,10 |+ 8,93) + 133,95! 4,85 | 032 
10 20 |= 5,88} 6,91; + 110,69/+5,07} + 10140; 9,29 | 0.46 | 
15 | 20 |= 0,63 12, 32 | > 0,28 |+ 0,37; + 7,40 | 7,68 | 0,38) 
20 20 ++ 3,70) 17, wld 91,34 + 4,91 “1 98,20, 6,86 0,34 | 
25 20 4-7,12| 22,19 | + 164,59 +871 + 174,20) 9,61 048 
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ip einer ammoniumsulfathaltigen Fieralbuminlésung sowohl mittels 


mittels der Kurven der Figuren 12, 13 und 14. 


Die Ammoniumsulfatkonzentration, c, 





Der Gesamtiiberschuf an Schwefelséure (++) oder 
Ammoniak (~ ) in 100 cm Versuchsfliissigkeit in 


ccm 1/1000, t 








mittels der 
Figuren 12 und 13 


mittels der 
Hauptkurventafe! (Fig. 10) 


0,20 n 


Die 
Differenz 
ty = th, 


in 


ccm 2/1000 





Die 
Differenz 
pr. Millig.- 
Aquival. 
Protein- 
stickstoff 
in 
ccm 1/1000 























bestimmt bestimmt 
a pth 
b | t’ it, =b-e+t! q | t{,=q-e ty ty | e 
| | | | | | 

+495 | +316 | + 180 | +158} + 1,58 | +338 | +3,38 
0,42 5,02 | + 460 | +7,78 | + 7,78 | 3.18 | 3.18 
+495 | 316 | + 676 | +185 | + 2,70 | 4.06 | 2.03 
~ 0,42 501 | + 417 | +470 | + 940 | 523 | 262 
=495 | 314 | ~ 9161 | +394 | + 19.70 | i | O3 
~ 0,42 5,00 | + 290 | +130] + 6,0 | 3.60 0,72 
43,13 680 | + 2245 | +544 | + 27,20 | 75 | 0,95 
15,96 8,57 | + 3837 | +869 | + 43,45 | 5,08 | 1,02 
+495 3,12 | = 46,38 | +470 | + 47,00 0,62 0,06 
- 0,42 4,98 | + 0,78 | +003 | + 0,30 -~- 0,48 + 0,05 
4.9.48 6,77 | + 3807 | +393 | + 3930 | +123 | +0,12 
+. 5,96 854 | + 6814 | +7,13 | ++ 71,30 3.16 | 0,32 
+ 4,95 oes ee 71,40 >0,26 | 0,02 
=o42 | 496 | + 134 | +009] + 135 | -+001 | 0,00 
+313 | 6,74 | + 5369 | +868 | + 5520 | +1,51 | -++0,10 
4.5.96 850 | + 97,90 | +681 | + 102,15 425 | 0,28 
= 4.95 310 | + 9590 | +481 | + 9620 | +030 | ~+0,02 
= 0,42 493 | + 347 | +016; + 320 | +027 | +001 
+313 6.71 | + 69,31 4. 3,57 | + 7140 | 209 | 0,10 
4.5.96 846 | +127.66 +666 | +13320 | 5,54 0,28 
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trischer Reaktion innerhalb eines durch die Versuchsanordnung 
begrenzten Gebietes der Wasserstoffionenkonzentrationen. 

Weder Michaelis noch Hasselbalch gibt einen eigent- 
lichen Beweis der von ihnen benutzten Regel, deren Haupt- 
inhalt sich am_ kirzesten folgenderweise ausdriicken labt: 
Wenn die Wasserstoffionenkonzentration einer Lésung durch 
Zugabe eines Ampholyten nicht verdndert wird, dann muf 
diese Konzentration der Wasserstoffionen gleich dem isoelek- 
trischen Punkt des Ampholyten sein. Da diese Frage von nicht 
geringem Belang ist und auferdem unsere Untersuchungen 
direkt beriihrt, so muf es uns erlaubt sein, der Sache, iiber 
die wir sowohl mit Herrn Dr. K. A. Hasselbalch als auch 
mit Herrn Prof. Dr. Bjerrum verhandelt haben, etwas niéher 
zu treten. 

In einer grdSeren der Hauptsache nach referierenden 
Arbeit in «Ergebnisse der Physiologie»!) hat S. P.L. S6rensen 
eine Reihe Gesetzmafigkeiten, waisserige Ampholytenlésungen 
betreffend, bewiesen: aus denselben werden wir hier eine 
einzelne nennen. «Die Menge Siéure oder Base, welche an 
eine wisserige Ampholytenlosung gegeben werden muf, um 
derselben isoelektrische Reaktion beizubringen, ist von der 
Ampholytenkonzentration unabhangig und gleich derjenigen 
Menge Séure oder Base, welche an reines Wasser gegeben 
werden mul}, um diesem eine dem isoelektrischen Punkt des 
Ampholyten entsprechende Wasserstoffionenkonzentration zu 
erteilen». Es ist leicht zu sehen, dafi in diesem Satz die 
Michaelis-Hasselbalch’sche Regel einbegriffen ist, und letz- 
tere muf deshalb richtig sein iiberall, wo der Satz Séren- 
sens giillig ist. Da dieser indessen mittels Gleichungen, 
welche fiir salzfreie Ampholytenlésungen Giiltigkeit haben, ab- 
geleitet ist, wird ein gemeingiiltiger Beweis fiir die Richtigkeit 
der Michaelis-Hasselbalch’schen Regel erwiinscht sein. Am 
einfachsten kann dieser Beweis, wie Bjerrum uns gezeigt hat, 
indirekt gefiihrt werden. 

Es sei irgend eine Lésung, salzhaltig oder salzfrei, mit 
einer Wasserstoffionenkonzentration genau gleich dem iso- 


') Jahrgang 12, S. 503 (1912). 
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elektrischen Punkt des betreffenden Ampholyten gegeben, dann 
kénnen wir zeigen, dai eine Zugabe willkiirlicher Mengen des 
Ampholyten, RHOH, die Wasserstoffionenkonzentration der L6- 
sung nicht andern kann. Gesetzt naimlich zum Beispiel, daB 
die Wasserstoffionenkonzentration der Lésung durch den Zu- 
satz des Ampholyten vergrdfert sei, dann wiirde dieses be- 
deuten, da8B der Ampholyt der Lésung mehr Wasserstoffionen 
als Hydroxylionen zugefiihrt hatte, gleichzeitig muften aber 
dann auch mehr Ampholytanionen ROH~ als Ampholytkat- 
ionen RH* gebildet werden, was aber unserer Voraussetzung 
widerstreitet. Ist namlich, wie wir voraussetzen, die Wasser- 
stoffionenkonzentration nach der Lésung des Ampholyten gréfer 
als diejenige, welche der isoelektrischen Reaktion entspricht, 
dann muf — laut der Definition des Begriffs <isoelektrische 
Reaktion» — die Menge der Ampholytenanionen kleiner als die 
Menge der Ampholytenkationen sein. In ganz analoger Weise 
kann man nachweisen, da auch nicht eine Verkleinerung der 
Wasserstoffionenkonzentration durch die Lésung des Ampho- 
lyten herbeizufiihren ist, und wir kénnen somit annehmen, dab 
die Michaelis-Hasselbalch’sche Regel allgemeine Giiltigkeit 
besitzt. 

Wir werden diese Regel in diesem Abschnitte zur 
Bestimmung der isoelektrischen Reaktion des Eieralbumins 
benutzen, indem wir mittels der in den vorausgegangenen 
Abschinitten besprochenen Messungen bestimmen, welche Kon- 
zentration der iiberschiissigen Schwefelséure und daraus fol- 
gende Wasserstoffionenkonzentration eine gegebene Ammo- 
niumsulfatl6sung besitzen mub, um durch Zugabe von will- 
kiirlichen Mengen Eieralbumin ihre Wasserstoffionenkonzen- 
tration nicht zu dndern. Aus jeder einzelnen der oben er- 
wahnten Versuchsreinen (mit konstanter Konzentration des 
Ammoniumsulfats und des Eieralbumins, aber mit verschiedener 
Wasserstoffionenkonzentration der einzelnen Versuche) laBt sich 
eine solche Bestimmung des isoelektrischen Punkts ableiten, 
wenn es nur moglich ist, eine graphische Darstellung der Ab- 
hangigkeit zwischen h (Wasserstoffionenkonzentration) und q 
(die pr. Milligramm-Aquivalent Proteinstickstoff gegenwiirtige 
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iiberschiissige Menge Schwefelséure oder Ammoniak in ecm 
n/1o00 ausgedriickt) mittels derselben zu geben. 

Zur naheren Beleuchtung des Verfahrens seien die Einzel- 
heiten von 5 der il in der Tabelle 27 (S. 182) zusammen- 
gestellten Versuchsreihen mitgeteilt. Die Ammoniumsulfat- 
konzentration war in all diesen Reihen dieselbe und zwar 
ca. 0,36 n, wahrend die Konzentration des Eieralbumins von 
Reihe zu Reihe variierte. In den fiinf Reihen, wovon hier die 
Rede ist, besa e die Werte 1,023, 2,046, 10,52, 16,33 und 
42.24, und Figur 11 (S. 184) enthalt die Kurven, welche die Ab- 
hingigkeit zwischen h und q fir diese 5 Reihen darstellen. Mittels 
dieser Kurven, die sowohl die Versuchsresultate zusammen- 
fassen als auch die Versuchsfehler ausgleichen, kann man jetzt 
graphisch finden, welcher Wert q zukommt, wenn h Werte 
annimmt, die in der Nahe des elektrischen Punkts liegen; letzterer 
wird leicht als zwischen 10-10°° und 20- 107° liegend 
erkannt (siehe S. 172). Tabelle 30 enthdlt nun fiir saémtliche 
5 Reihen die auf Figur 11 graphisch abgelesenen Werte von q, 
den Wasserstoffionenkonzentrationen von 10-107 ° bis zu 
20- 10° ° entsprechend. Da nun e die Anzahl von Milligramm- 
Aquivalenten Proteinstickstoff in 100 ccm Versuchsfliissigkeit 
bedeutet, so wird q-e die gesamte in diesem Volumen gegen- 
wirtige tiberschiissige Menge von Schwefelséure (-+-) oder Ammo- 
niak (+) in cem "/1000 angeben. Berechnet man jetzt in der 
friiher (S. 164) angegebenen Weise den Rauminhalt der dispersen 
Phase in 100 cem Versuchsfliissigkeit, dann erhalt man zu gleicher 
Zeit den Rauminhalt des Dispersionsmittels. Nennen wir letzteren 
Rauminhalt Va, und denken wir uns die ganze gegenwartige, 
iiberschiissige Menge Schwefelséure oder Ammoniak lediglich 
in demselben verteilt, dann wird der in 100 cem einer solchen 
Ammoniumsulfatlésung gegenwirtige Uberschu8 an Schwefel- 
e- 100 

_# 
die wir t genannt haben, findet sich ebenfalls fiir alle 5 Ver- 
suchsreihen in der Tabelle 30 angegeben. Schlieflich findet 
man in der Tabelle 30, zweitem senkrechten Stab, diejenigen 
Mengen Schwefelsiure t, in ccm "/1000 angefiihrt, welche 100 ccm 


sein. Diese Groéfe, 





siure oder Ammoniak gleich i 
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der proteinfreien Ammoniumsulfatlésung enthalten miissen, da- 
mit die Wasserstoffionenkonzentration die im ersten Stabe an- 
gegebene sein soll. t, ist durch Berechnung der tiberschiis- 
sigen Saiurekonzentration s mittels der Formel (7) (S. 114) 


‘ 
— 


gefunden, indem man (fiir c = 0,36 n) f, = 4,40 und (x, ) 
= 248.6-10~ ™ setazt. 

Eine graphische Darstellung des Zahlenmaterials der Ta- 
belle 30 mit h als Abszisse und t beziehungsweise t, als 
Ordinate findet man in den Kurven der Figur 16, welche die 
Abhiangigkeit zwischen der Wasserstoffionenkonzentration und 
der anwesenden iiberschiissigen Menge Schwefelséure oder 
Ammoniak sowohl in einer proteinfreien Ammoniumsulfatl6sung 
(die Kurve e = 0) als auch in proteinhaltigen Loésungen (die tibri- 
gen Kurven) derselben Ammoniumsulfatkonzentration (c=0,36n) 
darstellen. Alle diese Kurven sollten sich jetzt der Theorie 
geméB in einem Punkte schneiden, und dieser Schnittpunkt 
sollte der isoelektrischen Reaktion des Eieralbumins entsprechen. 
Betrachten wir zum Beispiel die Kurven e = 0 und e = 42,24, 
dann schneiden sie sich in einem Punkt mit den Koordinaten 
h = 15,73 undt = 6,56. Da dieser Punkt beiden Kurven gehort, 
so miissen sowohl die reine Ammoniumsulfatlésung, welche 
in 100 cem 6,56 cem ®/1000-Schwefelséure enthilt, als auch die 
proteinhaltige Losung mit sonst gleicher Zusammensetzung 
die namliche Wasserstoffionenkonzentration, 15,73 - 10 ~° 
besitzen. Diese bestimmte Ammoniumsulfatldsung mit diesem 
bestimmten Gehalt an tiberschiissiger Schwefelsiure hat so- 
mit seine Wasserstoffionenkonzentration durch die Zugabe 
des Eieralbumins nicht geandert; folglich mufi die Wasser- 
stoffionenkonzentration 15,73 -10 ~® der isoelektrischen Re- 
aktion des Eieralbumins entsprechen. 

In ganz derselben Weise gibt jeder der Schnittpunkte 
der Kurve e = 0 mit einer der anderen Kurven einen Wert 
der isoelektrischen Reaktion des Eieralbumins, und theoretisch 
genommen sollen selbstverstindlich, wie schon genannt, alle 
14 
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Tabelle 30. 
Die Abhingigkeit zwischen Wasserstoffionenkonzentration und tiberschiissiger Schwefelsiure (-+-) 
oder tiberschiissigem Ammoniak (+) bei konstanter Konzentration des Ammoniumsulfats (c = 0,36 n) 
und variierender Konzentration des Eieralbumins (e = die Anzahl Milligramm-Aquivalente Protein- 
stickstoff in 100 cem Versuchsflissigkeit). 


q bedeutet die pro Milligramm-Aquivalent Proteinstickstoff gegenwiirtige, tiberschtissige Menge von Schwefel- 
siiure (++) oder Ammoniak (+) in ccm 1/1000. 


V,, bedeutet das Volumen der in 100 ccm Versuchsflissigkeit gegenwartigen Menge Ammoniumsulfatlésung. 


iiberschiissige Menge Schwefelsaiure (4-) oder Ammoniak (—) in 100 ccm 


F | @ = | | | | | 
Wasser- | (Protein- e = 1,023 2.046 | | e = 16,33 
stoffionen- freie Am- V, = 99,91 | 99,82 | = 98,54 
konzen- | monium- | 
tration, h) sulfat- 
lésung) 
h-10° | t 


0 

















10 | 384 | O18; O18 | - +451 | - ~~ 52,57 | | +8650 | +-5,53 | -+ 242,71 
1186} «6433)6«| «1,90 | 195 | +08 +176 | +386 | +4099] = | 68,77 | +445 | 195,31 
12 | 481 | 360! 3,69 | | 1,13 | -99.74 | = | +5137) +3,42 | + 150,10 
13 | 5,29 520 | 5,82 | 88 | | 6885 | = =1890 | - | +34,80 | +2,40 | + 105,34 
if | 5,76 | 682 | 6,98 : 6,36 | + | + 828] = | +1823 | +142 | + 62,32 
15 622 | 830 | 850. 32 | 8,86 | 234 | + 2981} +050 | + 21,95 





16 69 | 9,70 | 9,93 5,50 | 11,28 | | 12,53 11,93, 0,40 17,56 
7 15 | 11,00 | 11,26 | 1343 | 210 | 22,30 | 26,84 | 1,30 57,06 
18 | i 7 15,58 | | 3186) 248 | 4109) 212 | 93,05 
| 17,53 3,8: 40,89 | «468 | = 2.98 | 130,79 

1937 | 4.6 49,38 | 3,75 | 164,59 
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diese Punkte zusammenfallen. Wenn das, wie ein Blick ‘auf 
die Figur zeigt, nicht der Fall ist, dann ist die Ursache ledig- 
lich Versuchsfehler, die iiberdies bei dem auf Figur 16 be- 
nutzten grofen Mafistab besonders stark hervortreten. Sucht 
man auf der Figur die den Schnittpunkt der Ammoniumsulfat- 
kurve mit den anderen 5 Kurven entsprechenden Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen, dann bekommt man die folgenden Werte 
des isoelektrischen Punktes h;: 


e = 1,023: h, = 13,10-10~° 
e == 2,046; hi = 13,70 — 
e = 10,52; hi = 15,42 — 
e = 16,33; h; = 15,64 — 
e = 4294: hj = 15,73 — 


Die fiir die letzten 3 Versuchsreihen gefundenen Werte 
von h; miissen als praktisch genommen identisch betrachtet 
werden, indem die Abweichungen weit kleiner als die Ver- 
suchsfehler sind. Beziiglich der 2 ersten Versuchsreihen han- 
delt es sich um Versuche mit Lésungen der Ejieralbumin- 
probe P,, welche, wie schon oben (S. 177) bemerkt, ein von. 
den iibrigen, untersuchten Eieralbuminproben etwas abwei- 
chendes Verhalten zeigt. Da es sich auBerdem um Versuchs- 
reihen mit verhiltnismabig wenigen Versuchen (3 Versuche in 
jeder Reihe) handelt, und die Versuchsfehler des kleinen 
Proteininhalts wegen noch dazu eine verhaltnismabig grofe 
Bedeutung erlangen, so diirfen wir den aus diesen beiden 
Versuchsreihen erhaltenen Resultaten nicht dasselbe Gewicht 
beimessen wie den Resultaten der drei letzten Reihen. Wir 
haben die beiden ersten Reihen nur vollstandigkeitshalber 
mitgenommen und um die Grenzwerte zu zeigen, innerhalb 
welcher sich die gefundenen Werte von h bewegen; bei der 
Berechnung des Mittelwertes fiir h aber haben wir diese beiden 
Werte auBer acht gelassen, wie wir auch aus demselben 
Grund auf Figur 16 die beiden diesbeziiglichen Kurven ge- 
strichelt haben. 


Auf ganz dieselbe Weise wie oben beschrieben haben 
wir alle diejenigen unserer Versuchsreihen, welche sich einer 
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Tabelle 31. 
Der isoelektrische Punkt des Eieralbumins. 
EEE — - —_— —_ _______,______| 
| 
Anzahl A _ a sen die aber Iso- 
Bezeichnung des suche in fatkon- teinstickstoff fitieona betin scher 
; . ae a a ‘ase Punkt ‘des Fler-| ; 
Eieralbumins suchs- tration | fliissigkeit aibumins  (P Unkt, b; 
reihe 
Cc e t (in ccm n/s000) h, X 10° 
Py 2 | 0,064 2.046 (2,65) | (11,95) 
Hauptversuch | 10 0,064 10,55 3,50 | 15,50 
‘ H| 10 | 0,064! 31,72 3,50 15,50 
Pra 4 0,252 9.98 5,58 15,40 
Py 3 0,360 1,023 (5,33) (13,10) 
; 3 | 0,360 2,046 (5,62) | (13,70) 
Piy 6 | 0360| 8,17 6,59 | 15,80 
Puss 3 | 0,360 9,98 6,62 | 15,86 
Hauptversuch G | 10 0,360 | 10,52 6,42 | 15,42 
Pir 5 | 0,360] 1497 651 | 15,62 
Fie 16 | 0,360} 16,33 6,52 | 15,64 
Py 3 0,360 | 20,46 6,34 | 15,95 
Fin 11 | 0,360 | 24,50 6,45 15,48 
Hauptversuch F 10 | 0,360 31,96 645 | 15,48 
? E} 10 | 0,360] 422 | 656 | 18,73 
Bu 3 | 0501} 9,98 | 743 | 15,77 
‘ 3 | 100/ 998 | 993 16,08 
a 2 1,41 2,046 | (10,36) (14,65) 
Hauptversuch D 9 1,41 4,19 11,96 16,50 
. C!| 10 1,41 10,53 12,24 | 16,83 
‘ B/ 10 , 1,44 31,68 1210 | 1667 
Pin 4 | 2,004 | 9,98 13,23 | 15,68 
Py 2 | 2,79 2,046 (13,98) | (14,25) 
Hauptversuch A | 10 | 27 10,53 15,70 | 15,60 
Py 3 | 279 | 20,46 15,07 | 15,10 
, 3 | 412 | 2046 (14,87) | (12,85) 
Mittel: | 15,74 
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solchen Behandlung eigneten, behandelt, und das Ergebnis 
haben wir in der Tabelle 31 zusammengestellt. 


Das Zahlenmaterial in der Tabelle 31 hat keine weitere 
Erklarung notig; nur ist zu bemerken, daf wir aus den oben 
erwihnten Griinden die Zahlen, welche von Versuchsreihen 
mit der Eieralbuminprobe P, und mit kleinem Proteingehalt 
stammen, eingeklammert haben. Sieht man von diesen Reihen 
ab, dann geht es aus dem letzten senkrechten Stab der 
Tabelle 31 hervor, dafi der isoelektrische Punkt des Eieralbu- 
mins bei 15—16 - 10 ~§ liegt (als Mittel von 20 Versuchsreihen 
ist 15,74- 10° gefunden). Man sieht zuniachst, daf die 
Lage des isoelektrischen Punkts von der Ammonium- 
sulfatkonzentration véllig unabhangig ist, wahrend 
die anwesende, tiberschiissige Menge Schwefelsaure 
natirlich mit der Ammoniumsulfatkonzentration 
wiichst. Man sieht des weiteren, besonders deutlich 
aus den vielen Versuchsreihen mit der Ammonium- 
sulfatkonzentration 0,360 n und mit verschiedenen 
Konzentrationen des Eieralbumins, daf die Lage des 
isoelektrischen Punkts von dieser letzteren Konzen- 
tration unabhingig ist. 

SchlieBlich sieht man, da8 sadmtliche untersuchte 
Eieralbuminproben denselben isoelektrischen Punkt 
haben, indem die Abweichungen der Versuchsergebnisse 
— jedenfalls von den eingeklammerten Versuchen abgesehen — 
vollig innerhalb der Versuchsfehler fallen (betreffs der Reihen 
mit c = 1,41 siehe S. 170). Da es sich hier um vier ver- 
schiedene Eieralbuminproben handelt (P,,, P,;y und Py von 
S. Palitzsch bei den von ihm in den Jahren 1913 und 1914 
ausgefiihrten Messungen benutzt, und <D. A. 6», von Jenny 
Hempel im Jahre 1915 bei der Messung der Reihen des 
Hauptversuches benutzt), so glauben wir es als festgestellt 
betrachten zu diirfen, da& der isoelektrische Punkt des 
Eieralbumins bei einer Wasserstoffionenkonzentra- 
tion gleich 15—16-10~=® liegt. 
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Tabelle 32. 


Ammoniumsulfatlésungen, 
die in 100 g Wasser S g Ammoniumsulfat enthalten, haben bei 18° 
ein spezifisches Gewicht, d,, auf Wasser von 4° bezogen, 
ein Volumen, V., von demjenigen Gewicht der Liésung, das 100 g 












































100 +S 
Wasser enthalt; V, = — <_ 
—_ 1000 S 
eine Aquivalentkonzentration, c; c = V, x 66,08 
so oe oe S|} 4 | ¥, ¢ 
| | 

0 | 0,99864 | 100,136 | 0,00000 | 22 | 1.10341 | 110,566 | 3,01111 
0,2| 0,99985 | 100,215 | 0,03020 } 23 | 1,10724 | 111,087 | 3,13321 
0,6| 1,00221 | 100,378 | 0,09046 | 24 | 1,11100 | 111,611 | 3,25409 
1,0} 1,00458 | 100,540 | 0,15052 | 25 | 1,11471 | 112,187 | 3.37377 
1,5/ 1.00748 | 100,746 | 0,22531 26 111836 | 112,665 | 3,49228 
2 | 1,01034 | 100,956 | 0,29979 | 27 | 1,12194 | 113,196 | 3.60959 
3 | 1,01595 | 101,383 | 0,44780 | 28 | 1,12548 | 113,729 | 3,72573 
4 | 1,02141 | 101,820 | 0.59450 29 | 1,12895 114,264 | 3,84073 
5 | 102674 | 102,265 | 0,73989 | 30 | 1,13238 114,802 | 3.95455 
6 | 103197 | 102,716 | 0,88397 | 31 | 118574 115,342 | 4,06723 
7 | 1,03709 | 103,173 | 1,02673 | 32 | 1,13907 | 115,884 | 4,17880 
8 | 1,04212 | 103,635 | 1,16818 | 33 | 1,14233 | 116,428 | 428925 
9 | 1,04704 | 104,103 | 1,30829 3k 1 14555, 116,974 | 4,39860 
10 | 1,05187 | 104,576 | 144710 | 35 | 1,14872 | 117,522 | 4,50686 
11 | 1,05660 | 105,054 | 1,58455 36 1,15184 | 118,072 | 4,61403 
12 | 1,06125 105,536 | 1,72070 | 37 | 1,15492 | 118,624 | 4.72013 
13 | 1,06582 | 106,022 | 1,85555 38 1,15794 | 119,177 | 4,82521 
14 | 1,07030 | 106,512 1,98909 | 39 | 1,16093 | 119,732 | 4,92928 
15  1,07470 | 107,007 | 2,12131 } 40 | 1,16386 | 120,289 | 5,03221 
16 | 1,07901 | 107,506 | 2.25093 | 44 1,16675 | 120,848 | 5.15978 
17 | 1,08325 | 108,008 | 2,38187 | 42 | 1,16960 | 121,409 | 5,23508 
18 | 1,08743 108,513 | 2,51024 | 43 | 1,17242 | 121,971 | 5,33508 
19 | 1,09153 109,021 | 2,63735 | 44 | 1,17518 | 122,535 | 5,43397 
20 | 1,09556 | 109,533 | 2.76319 | 45 | 1,17790 | 123,100 | 5,53197 
21 | 1,09952 110,048 | 2.88777 | 46 | 1,18058 | 123,667 | 5,62897 
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Tabelle 32 (Fortsetzung). 
———  —————— 
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1,18323 
1,18585 
1,18844 
1,19095 
1,19345 
1,19591 
1,19835 
1,20073 
1,20310 


| 
| 
| 
| 
| 
| 
| 
| 





124,236 | 
124,806 
125,377 | 
125,950 | 
126,524 | 
127,100 
127,677 
128,255 
128,834 








5,72500 
5,82010 
5,91430 
6,00754 
6,09989 
6,19131 
6,28186 
6,37154 
6,46037 








1,20543 | 


1,20773 


1,20999 


1,21221 
1,21441 


1,21658 


1,21872 
1,22084 
1,22292 








129,414 
129,996 
130,580 
131,165 
131,751 
132,338 
132,926 
133,515 
134,105 

















6,54835 
6,63544 
6,72166 
6,80705 
6,89164 
6,97542 
7,05844 
7,14061 
7,22204 


Ubersicht. 
Abschnitt A. 

1. Die Berechnung der Wasserstoffionenkonzentration 
einer wisserigen Salzlésung, welche einen Uberschuf8 an der 
dem Salz entsprechenden Séure oder Base enthilt, ist aus- 
fiihrlich beschrieben sowohl fiir ein Salz einer starken Base 
und einer starken Séure als auch fiir ein Salz einer starken 
Siaiure und einer schwachen Base. Im letzteren Fall ist es bei 
Lésungen, die nur ganz wenig oder gar keine iiberschiissige 
Saure enthalten, notwendig, bei dieser Berechnung die Hydro- 
lyse des Salzes mit in Betracht zu ziehen. 

2. Die fiir ein Salz der einfachen Zusammensetzung MAc 
fiir die Berechnung der Wasserstoffionenkonzentration gefun- 
denen Formeln lassen sich auch an einer AmmoniumsulfatlOsung 
anwenden, wenn die iiberschtissige Siuremenge mit der Ammo- 
niumsulfatmenge verglichen nur klein ist, indem eine solche, 
schwefelsiiurehaltige Ammoniumsulfatlésung als eine Lésung 
der Siiure, H(NH,SO,), und eines Uberschusses des Ammonium- 
salzes, NH,(NH,SO,), dieser Saéure zu betrachten ist. 

3. Auch die reinsten Ammoniumsulfatpraparate des Han- 
dels enthalten gew6hnlich nicht Ammoniak und Schwefelséure 
in diquivalenten Mengen, dagegen aber einen kleinen Uberschu8 
eines der Bestandteile, welcher jedoch selten mehr als !/s0000 
der ganzen Menge betrigt. Mittels Wasserstoffionenmessungen 


“ 








Proteinstudien. II. Mitteilung. 207 


in Lésungen des betreffenden Priiparats, wozu kleine, bekannte 
Mengen Schwefelséiure gegeben worden sind, kann der Gehalt 
des Priparats an iberschtssiger Schwefelsiure oder iiber- 
schiissigem Ammoniak bestimmt werden. 

4. Mittels solcher Wasserstoffionenmessungen kann man 
auch, indem die unter 1. und 2. erwéhnten Formeln in ange- 
messener Weise benutzt werden, den Saurefaktor, f,, be- 
stimmen. Der Sdurefaktor ist diejenige Gréfe, mit 
welcher die Wasserstoffionenkonzentration der Am- 
moniumsulfatlO6sung zu multiplizieren ist, um die Kon- 
zentration der in der L6Osung anwesenden ganzen 
Menge freier Schwefelsiure oder vielmehr sauren 
Ammoniumsulfats zu geben, das durch Hydrolyse des 
Ammoniumsulfats gebildete saure Ammoniumsulfat mit einbe- 
griffen. f, ist um so gréBer, je gréfer die Konzentration, c, 
des Ammoniumsulfats ist; die Abhangigkeit zwischen f, und c 
ist graphisch auf Figur 4 wiedergegeben. 

5. Wenn man die Wasserstoffionenkonzentration, h, einer 
Ammoniumsulfatlésung bekannter Konzentration, c, mibt, dann 
kann man aus dem gefundenen Wert des h berechnen, 
welche Konzentration, s, von tiberschiissiger Schwe- 
felsdure in der Lésung vorhanden ist. Diese Berech- 
nung von s geschieht mittels der unter 1. und 2. erwaéhnten 
Formeln, indem man auf die Hydrolyse des Ammoniumsalzes 
die notwendige Riicksicht nimmt, und indem man den in die 
Berechnung eingehenden Wert von f, auf Figur 4 graphisch 
abliest. Durch zahlreiche Versuche ist dargetan worden, 
daf der Fehler des Wertes von s nur selten eine GréBe von 
1 ccm %/1000 Schwefelsaéure auf 50 ccm Versuchsfliissigkeit be- 
tragt und gewohnlich um ein bedeutendes kleiner ist. 


Abschnitt B. 


1. Die Berechnung der Wasserstoffionenkonzentration 
sdurehaltiger, salzfreier Ampholytenlésungen hat ausfthrliche 
Erwahnung gefunden. Es sind Formeln gegeben, welche eine 
solche Berechnung sowohl ohne als auch mit Riicksichtnahme 
auf die Dissoziation des Ampholyten in Wasserstoff- und Ampho- 
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lytenanionen beziehungsweise Hydroxyl- und Ampholyten- 
kationen erlauben, und die Art und Gréfe des Fehlers, welcher 
eine Vernachlassigung dieser Dissoziation herbeifiihrt, ist aus- 
fihrlich diskutiert worden. 

2. Die Berechnung der Wasserstoffionenkonzentration 
siurehaltiger Ampholytenldsungen, welche auBSerdem noch ein 
Salz der Saéure und einer starken Base enthalten, laBt sich, 
sofern die Sauremenge nicht ganz unbedeutend ist, ganz wie 
die Berechnung salzfreier Lésungen ausfiihren. 

3. Die Berechnung der Wasserstoffionenkonzentration 
siurehaltiger Ampholytenlésungen, welche ein Salz der Saure 
mit einer schwachen Base enthilt, ist umstiandlich, wogegen 
es sich aber einigermaBen leicht berechnen lat, welche Siure- 
konzentration eine solche Ampholytenlésung haben mu, um 
eine gegebene Wasserstoffionenkonzeniration zu besitzen. 

4. Bei der Berechnung der salzhaltigen Ampholytenlésungen 
ist es gewOhnlich zu umstandlich gefunden, die Dissoziation 
des Ampholyten in Wasserstoff- und Ampholytenanionen be- 
ziehungsweise in Hydroxyl- und Ampholytenkationen zu beriick- 
sichtigen. Nur in einer Beziehung haben wir die vollstindige 
Berechnung durchgefiihrt, und zwar haben wir fiir das Saure- 
bindungsvermogen, d. h. die pr. Milligramm-Aquivalent 
Ampholytenstickstoff gebundene Menge tiberschiissiger 
Saure einen gemeingiiltigen Ausdruck hergeleitet. Die 
Gleichung (5), die sich gewéhnlich ohne wesentlichen Fehler 
in eine einfachere Gestalt (Gleichung (6) S. 147) reduzieren laBt, 
zeigt, daB das SiurebindungsvermOgen bei Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen, die nicht bei oder in der Nihe 
des isoelektrischen Punkts liegen 

a) von der Ampholytenkonzentration unabhangig 


ist, 


b) mit steigender Salzkonzentration wachst, 

c) positiv ist, wenn die Wasserstoffionenkonzentration 
gréBer als die dem isoelektrischen Punkt entsprechende ist, und 

d) negativ ist, d.h. es wird tiberschiissige Base gebunden, 
bei Wasserstoffionenkonzentrationen, die kleiner sind als die- 
jenige, welche der isoelektrischen Reaktion entspricht. 
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Bei Wasserstoffionenkonzentrationen, die dem 
isoelektrischen Punkt entsprechen oder nahekommen, 
ist die Sachlage weniger tibersichtlich, das Siéure- 
bindungsvermOgen ist in diesem Fall von der Am- 
pholytenkonzentration nicht unabhangig, sondern um 
so gréfer je kleiner diese ist. 

5. Eine Reihe Wasserstoffionenmessungen in saéurehaltigen 
sowohl salzfreien als auch salzhaltigen Glykokoll- oder Gly- 
cylglycinlésungen haben eine vorziigliche Ubereinstimmung 
zwischen Theorie und Versuchen gegeben. Ebenso hat eine 
Berechnung des Saéurebindungsvermoégens Resultate gegeben, 
welche ganz dem entsprichen, was der unter 4 erwiéhnte all- 
gemeine Ausdruck des Séurebindungsvermoégens verlangt. 


Abschnitt C. 


1. Die bei der Untersuchung des Siurebindungs- 
vermoégens einfacher Ampholyten angewandten Be- 
trachtungsweisen lassen sich Eieralbuminlésungen 
gegentiber auch verwerten. 

2. Damit in Einklang steht es, daB das Saure- oder 
Basebindungsvermégen des Eieralbumins bei Wasser- 
stoffionenkonzentrationen, die dem isoelektrischen 
Punkt des Eieralbumins einigermafen entfernt sind, 
einerseits bei gegebener Ammoniumsulfatkonzentra- 
tion, von der Konzentration des Albumins unabhangig 
ist, und anderseits, bei gegebener Wasserstoffionenkon- 
zentration, mit der Konzentration des Ammoniumsul- 
fats wachst. 

3. Bei Wasserstoffionenkonzentrationen, welche 
die dem isoelektrischen Punkt des Albumins ent- 
sprechenden gleich oder nahekommen, ist das Saéure- 
bindungsvermégen des Eieralbumins einigermafen 
von der Konzentration desselben abhangig und ist, 
mit Vorzeichen gerechnet, um so grdfer, je kleiner diese 
Konzentration ist. 

Auch diese Sachlage laBt sich mittels der im Abschnitt B 
iiber das Saurebindungsvermégen einfacher Ampholyten ent- 
wickelten Gesetzmiafigkeiten erklaren. 
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4. Lésungen von Eieralbumin, welche nach dem im 
Abschnitt I beschriebenen Verfahren dargestellt sind, zeigen 
unter gleichen Umstanden immer dasselbe Séiurebindungs- 
vermégen, welche Eigenschaft deshalb zur Charakterisierung 
des betreffenden Albumins dienen kann. 

5. Mit Hilfe der S. 171 wiedergegebenen Hauptkurventafel 
(Fig. 10) kann man durch eine Wasserstoffionenmessung er- 
mitteln, wieviel iberschiissige Schwefelsiure eine ammo- 
niumsulfathaltige Eieralbuminldsung von tbrigens bekannter 
Zusammensetzung enthalt, und noch dazu die Verteilung 
dieser Schwefelsiure zwischen den beiden Phasen 
der Lésung néherungsweise richtig angeben. Die Berech- 
nung dieser Verteilung ist mit um so gréferem Fehler behaftet, 
je naiher die Wasserstoffionenkonzentration der Loésung dem 
isoelektrischen Punkt des Eieralbumins kommt. 

6. Auch nach einem anderen, in einigen Fillen ein wenig 
genaueren Verfahren, naémlich mittels der durch die Figuren 
12, 13, 14 und 15 dargestellten Kurvenbiindel, ist es méglich, 
den Gesamtinhalt einer Eieralbuminlésung an tberschiissiger 
Schwefelsiure durch eine Wasserstoffionenmessung zu er- 
mitteln. Dies Verfahren ist indessen umsténdlicher als das 
unter 5 erwiéhnte, und es gibt tiber die Verteilung der Saure 
zwischen den beiden Phasen der Albuminlésung keine Auskunft. 


Abschnitt D. 

1. Es wird ein Beweis gefiihrt fiir die folgende von 
L. Michaelis und K. A. Hasselbalch zuerst aufgestellte 
Regel: Wird die Wasserstoffionenkonzentration einer Lésung 
durch Zugabe eines Ampholyten nicht geandert, dann mu8 
diese Wasserstoffionenkonzentration die dem _ isoelektrischen 
Punkt des Ampholyten entsprechende gleich sein. 

2. Mittels des unter 1 genannten Satzes und der in den 
vorhergehenden Abschnitten beschriebenen Messungen findet 
man, daB der isoelektrische Punkt des Eieralbumins 
bei C, = 15—16-10~® liegt (15,74- 10> © ist das Mittel 
von 20 Versuchsreihen). 

Februar 1917. 
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Uber die Zusammensetzung und die Eigenschaften des mittels 
Ammoniumsulfats in krystallinischer Form ausgeschiedenen 
Eieralbumins. 


Von 


S. P. L. Sérensen und Margrethe Héyrup. 


Mit einer Kurvenzeichnung im Text und acht Abbildungen. 


(Aus dem Carlsberg Laboratorium, Kopenhagen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Juni 1918.) 


Unsere Kenntnisse tiber die Zusammensetzung des «kry- 
stallisierten Eieralbumins» sind bisher sehr liickenhaft gewesen, 
was in den Schwierigkeiten, die eine quantitative analytische 
Untersuchung der Eieralbuminkrystalle darbietet, seinen Grund 
hat. Da es nicht mdglich ist, die Krystalle in trockenem ana- 
lysenreinen Zustand darzustellen, so hat man es versucht auf 
Umwegen Folgerungen tiber die Zusammensetzung des krystalli- 
sierten Proteinstoffs zu ziehen. 

Franz Hofmeister, dem wir das erste Verfahren?) zur 
Darstellung krystallisierten Eieralbumins, Fallung mittels Ammo- 
niumsulfats, verdanken, brachte die durch Absaugen so weit 
als méglich von der Mutterlauge befreiten Krystalle unter 
Alkohol; dadurch ging das Albumin im Verlaufe einiger Stunden 
in die denaturierte, unloésliche Modifikation iiber, wonach das 
Ammoniumsulfat sich durch Auswaschen mit Wasser leicht 


entfernen lief. 





') Wird gleichzeitig in englischer Sprache in den Comptes-Rendus 
des travaux du Laboratoire de Carlsberg, Bd. 12, S. 164 (1915—1917) 
veroffentlicht. 

*) Diese Zeitschr., Bd. 14, S. 165 (1889), Bd. 16, S. 187 (1891). 
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Da die Krystalle durch diese Behandlung weder ihre 
Gestalt anderten noch Zeichen von Atzung zeigten, so folgerte 
Hofmeister, daf das in der Krystallmasse gegenwartige 
Ammoniumsulfat jedenfalls im wesentlichen von anhangender 
Mutterlauge herrihrte, und nicht als integrierender Bestandteil 
den Krystallen gehért. Hofmeister benutzte deshalb solche 
durch Alkohol denaturierten und danach mit Wasser, Alkohol 
und Ather gewaschenen Praparate, um die Zusammensetzung 
des krystallisierten Eieralbumins zu ermitteln. 

Kine Reihe spatere Forscher haben entweder dasselbe 
oder ein fhnliches Verfahren wie Hofmeister angewandt, 
indem sie das krystallisierte Kieralbumin zuerst durch Behand- 
lung mit Alkohol oder durch Erwaérmen, oder bisweilen auf 
beiden Wegen, denaturiert, danach das denaturierte Praparat 
in angemessener Weise gewaschen und getrocknet, und schlief- 
lich das solcherma8en vorbereitete Material analysiert haben. 
Wir besitzen deshalb zahlreiche solche mit gré8ter Sorgfalt 
ausgefiihrten Analysen.!) Die gegenseitige Ubereinstimmung 
dieser von verschiedenen Forschern ausgefiihrten Analysen ist 
zwar nicht besonders gut, doch sind die Abweichungen nur 
bei einem Bestandteil, dem Schwefel, bedeutend. Wir haben 
keine Analysen dieser Art gemacht, indem es namlich un- 
zweifelhaft ist, dafS man dadurch nur iiber die elementare 
Zusammensetzung der in das krystallisierte Eieralbumin ein- 
getretenen Proteinsubstanz Aufklirung bekommt — und zwar 
noch dazu nur unter der Voraussetzung, daB die elementare 
Zusammensetzung des Eieralbumins durch die Denaturierung 
nicht geiindert wird —, wibrend die Analyse tiber die Zusammen- 
setzung der Krystalle selbst nichts aussagt, und es ist beson- 
ders diese letztere Frage, auf welche wir unsere Aufmerksam- 
keit gerichtet haben. Eine so tiefgreifende Behandlung, wie 
eine Denaturierung mit nachfolgendem Waschen und Trocknen 
ist, kann eine wesentliche Anderung der Zusammensetzung 
herbeifiihren, und es wird z. B. nicht méglich sein, auf diesem 
Wege etwas iiber einen eventuellen Gehalt der Krystalle an 


‘) Siehe z. B. O. Cohnheim, Chemie der Eiweifkérper, Dritte 
Auflage, 1911, S. 184. 
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Wasser zu erfahren.'!) Es ist deshalb auch eine verfriihte 
Folgerung, wenn O. Cohnheim in seinem oben zitierten Buche 
(S. 169) sagt, daB K. A. H. M6rner?) bewiesen habe, daB die 
krystallisierten Albumine nicht aus freiem Albumin, sondern 
aus Albuminsulfat bestehen. Mdérners Untersuchungen be- 
treffen krystallisiertes, danach denaturiertes, ausgewaschenes 
und getrocknetes Albumin, und darauf darf man, wie oben 
betont, keine Folgerungen tiber die Zusammensetzung des 
krystallisierten Albumins ziehen. Mo6rner ist dariiber selbst 
im Klaren, indem er schreibt (1. c. S. 250): «Ob auch die Kry- 
stalle des Serumalbumins (wie das koagulierte Albumin) aus 
einem Sulfat bestehen, habe ich noch nicht naher untersucht». 
Ubrigens findet Mérner Schwefelsiure nur in den Serum- 
albuminpraéparaten, nicht aber in den Eieralbuminpraparaten. 
Er schreibt (1. c. S. 282): «Die Menge der Schwefelsdure ist 
ganz unbedeutend. Es findet sich keine Berechtigung, von 
einem «Albuminsulfat» zu sprechen. Trotzdem daf das Oval- 
bumin und das Serumalbumin unter ganz dhnilichen Verhilt- 
nissen dargestellt und koaguliert worden waren, verhielten sich 
diese beiden Eiweiik6érper ganz verschieden, indem das Serum- 
albumin Schwefelsdure aufnahm und so fest zuriickhielt, dab 
sie nicht durch Waschen entfernt werden konnte, das Oval- 
bumin aber kein solches Saéurebindungsvermégen zeigte>. 
Ein mehr zweckentsprechendes Verfahren hatte F. Gow- 
land Hopkins *) angewandt, um etwas iiber die Zusammen- 
setzung des krystallisierten Eieralbumins zu erfahren. 





') Fr. N. Schulz (Diese Zeitschr., Bd. 29, S. 89 (1899)) hat, auf 
Elementaranalysen denaturierten ausgewaschenen und danach bei 105° 
getrockneten Eieralbumins fufhend, gemutmaft, dafi das durch Saéurezusatz 
(Kriegers oder Hopkins und Pinkus Methode) erhaltene krystallisierte 
Kieralbumin méglicherweise ein Hydrat des ohne Siurezusatz nach Hof- 
meisters Verfahren erhaltenen sein kiénnte. Daf dem nicht so ist, 
haben Thomas B, Osborne und George F. Campbell dargetan (Journ, 
Am. Chem. Soc., Bd. 22, S. 441 (1900) und es war wohl, wie oben ausge- 
sprochen, auch kaum denkbar, daf ein eventueller Gehalt an Hydratwasser 
in einem bei 105° getrockneten Priparate sich zu erkennen geben solle. 

*) Diese Zeitschr., Bd. 34, S. 207 (1901). 

3) Journ. of Physiologie, Bd. 25, S. 320 (1900). 
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Hopkins hat gefunden, daf die Eieralbuminkrystalle mit 
einer gesittigten Lésung von Natriumchlorid in 1-prozentiger 
Essigsiure behandelt werden kénnen, ohne das sie weder 
denaturiert werden, noch die Form, noch das Aussehen tiber- 
haupt dndern, und er hat deshalb eine solche Lésung benutzt, 
um die den Krystallen anhingende Mutterlauge zu beseitigen. 
Da es sich nun zeigte, daf die Eieralbuminkrystalle nach einem 
solchen sorgfaltigen Waschen nicht die geringste Spur von 
Schwefelsaure enthielten, so folgerte Hopkins, daB die Kry- 
stalle wahrscheinlich nur aus Eieralbumin bestehen, nicht aber 
Ammoniumsulfat enthalten. Hopkins driickt sich sehr vor- 
sichtig aus (I. c. S. 323): «It may be that such results are not 
actually conclusive, and that associated ammonium sulphate 
might be removed from the crystal during treatment, without 
altering its more obvious optical characters. It is however 
very difficult to see what kind of evidence could be obtained 
with regard to this question other than the proof that washing 
may leave the form of the crystal intact and the proteid 
unaltered, and yet remove all sulphate. Such evidence appears 
to suggest very strongly that the proteid crystals are formed 
under the influence of the electrolyte, but not in association 
with it». 

Wir kénnen den Betrachtungen Hopkins beipflichten, 
indem wir jedoch bemerken, da seine Versuche nur die Frage, 
wie weit die Krystalle schwefelsdurefrei sind, behandeln, nichts 
aber dariiber aussagen, ob sie Ammoniak enthalten oder nicht. 
Ubrigens wird diese ganze Frage im folgenden eine eingehende 
Behandlung finden (s. Abschnitt C, S. 243), wo man eine Be- 
schreibung tiber eine Reihe von Versuchen findet, die wir nach 
dem Hopkins’schen Prinzip ausgeftihrt haben. 


Ein drittes Verfahren, welches auf ganz anderen Prin- 
zipien als den beiden oben erwalnten fubt, hat G. Galeotti’) 
angewandt, um zu entscheiden, ob das krystallisierte Eieralbu- 
min lediglich aus Eieralbumin besteht, oder ob es auch noch 
Ammoniumsulfat enthilt. Galeotti hat die Eieralbuminkry- 


') Diese Zeitschr., Bd. 44, S. 461 (1905). 
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stalle zwischen Filtrierpapier gepreft, dadurch den gréBten 
Teil der anhaftenden Mutterlauge beseitigt, und sodann das 
Gewicht der weichen teigigen Masse nebst ihrem Gehalt an 
Wasser, Ammoniumsulfat und Eieralbumin bestimmt. Zu gleicher 
Zeit bestimmte er die in abgewogenen Mengen des Filtrats 
gegenwiirtigen Mengen derselben Stoffe, Wasser, Ammonium- 
sulfat und Eieralbumin. Galeotti ging nun davon aus, das 
alles Wasser, das er in den Krystallen fand, von der anhaf- 
tenden Mutterlauge herriihrte, und dann konnte er auf Grund 
der Analyse des Filtrats berechnen, wieviel Mutterlauge die 
teigartige Krystallmasse enthielt, und wieviel Eieralbumin und 
Ammoniumsulfat dieser Menge von Mutterlauge entsprach. Es 
zeigte sich dann, dai die von der Mutterlauge stammende 
Menge Ammoniumsulfat eben dieselbe war, wie der ganze 
Gehalt der Krystallmasse an diesem Stoffe, woraus Galeotti 
folgerte, dafi die Krystalle lediglich aus Eieralbumin bestanden 
und kein Ammoniumsulfat enthielten. 


Das von Galeotti verwertete Prinzip ist dasselbe, auf 
welchem die in einer friiheren Abhandlung') beschriebene 
analytische Methode sich griindet, welcher wir den Namen «die 
Proportionalitétsmethode» beigelegt und mit gutem Erfolg an 
der hier behandelten Frage angewandt haben. Wir sind in- 
dessen zu einem ganz anderen Resultat als Galeotti gelangt, 
indem wir — wie es im folgenden des naheren dargetan werden 
wird (s. Abschnitt A, S. 217) — durch sorgfiltig ausgefiihrte, 
sehr umfassende Versuche gefunden haben, daf die Krystalle 
aufer dem Eieralbumin noch bedeutende Mengen Wasser ent- 
halten. Einer solchen Auslegung sind die Resultate Galeottis 
nicht fahig; er fiihrt nur das Zahlenmaterial eines einzelnen 
Versuches an, und aus demselben erhellt, dali, selbst wenn der 
ganze Wassergehalt der Krystallmasse lediglich von anhaftender 
Mutterlauge herriihrt, so wird die demselben entsprechende 
Menge Ammoniumsulfat jedoch um ein unbedeutendes (0,0005 g) 
kleiner sein als die Gesamtmenge Ammoniumsulfat, welche in 
der Krystallmasse gefunden wurde. Es kann deshalb keine 


1) Diese Zeitschr., Bd. 103, S. 46 (1918). 
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Rede davon sein, daB die Krystalle Wasser enthalten, es sei 
denn, daB man — ganz willkirlich — annehmen wird, dab 
sie auch noch dazu Ammoniumsulfat enthalten. 


Die Ursache dieser Unstimmigkeit zwischen den Versuchs- 
ergebnissen Galeottis und den unsrigen kénnen wir nicht mit 
Bestimmtheit angeben, sie kénnte aber durch die Annahme er- 
klirt werden, daf& bei Galeottis Versuchen verhiltnismaBig 
mehr Wasser als Ammoniumsulfat durch das Pressen der 
teigigen Krystallmasse aus derselben entfernt worden sei; wir 
denken natiirlich zunachst an eine Verdampfung von Wasser. 
Wenn diese Erklarung stichhaltig ist, dann mu8 in Galeottis 
Versuchen der Wasserverlust durch einen sonderbaren Zufall 
eben von einer solchen GréBe gewesen sein, daf er dem Wasser- 
gehalt der Krystalle gleich geworden ist. Wie es sich auch 
damit verhalten mag, so meinen wir, auf den im folgenden 
beschriebenen Versuchen fuBend, mit aller Sicherheit aussagen 
zu kénnen, daB krystallisiertes Eieralbumin — im Gegensatz 
zu Galeottis Befunden — bedeutende Wassermengen enthalt. 

Die oben erwahnten drei Verfahrungsweisen sind die 
wichtigsten der Wege, auf welchen man einen Einblick in die 
Zusammensetzung des krystallisierten Kieralbumins zu erhalten 
gesucht hat. Eine erschépfende Erwahnung der Behandlung 
dieser Frage in der vorliegenden ziemlich reichhaltigen Literatur 
wird uns nicht vonnéten scheinen, nur eine einzelne Bemer- 
kung mégen wir noch hinzufiigen. 

Thomas B. Osborne!) hat gefunden, da8 Lésungen von 
krystallisiertem Eieralbumin durch sorgfaltige Dialyse und nach- 
folgende Einengung bei 50° Produkte geben, deren wéAsserige 
Lésungen sauer gegen Lackmus reagieren und meBbare Mengen 
0,1 n-Kaliumhydroxydlésung verlangen, um diesem Indikator 
gegeniiber neutral zu werden, und noch gréfere Mengen, bevor 
neutrale Reaktion Phenolphthalein gegeniber eintritt. Hieraus 
folgert Osborne, daf krystallisiertes Eieralbumin eine Ver- 
bindung von Eieralbumin und einer Saure ist, deren Natur 
genauer zu ermitteln er nicht imstande gewesen ist. Daf dieser 


‘) Journ. Amer. Chem. Soc., Bd. 21, S. 477 (1899). 
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Folgerung Osbornes jegliche Grundlage fehlt, wird indessen 
einleuchtend, wenn man sich der in einer friiheren Abhandlung‘) 
erwdhnten Versuche iiber die Dialyse ammoniumsulfathaltiger 
Eiweiflésungen erinnert. 

Wegen der wihrend der Dialyse vorgehenden hydro- 
lytischen Prozesse wird es unmOglich sein, aus der Zusammen- 
setzung des Stoffes nach der Dialyse etwas iiber die Zusammen- 
setzung der Krystalle, bevor die Lésung und die Dialyse statt- 
gefunden hat, zu folgern; tibrigens ist das von Osborne 
gefundene Verhalten der Eieralbuminlésungen beim Titrieren 
zu neutraler Reaktion Lackmus und Phenolphthalein gegeniiber 
leicht verstindlich, wenn man das Eieralbumin als einen 
Ampholyten mit iiberwiegend saurem Charakter betrachtet, wie 
es in der vorhergehenden Abhandlung?) des né&heren ent- 
wickelt worden ist. 

Im folgenden wird die Frage nach der Zusammensetzung 
der Eieralbuminkrystalle eine eingehende auf einem umfassen- 
den Versuchsmaterial gestiitzte Erérterung finden. In den drei 
ersten Abschnitten werden wir die Fragen nach dem eventuellen 
Gehalt des krystallisierten Eieralbumins beziehungsweise an 
Wasser (Abschnitt A), an tiberschiissiger Schwefelsiure oder 
tiberschiissigem Ammoniak (Abschnitt B) und an Ammonium- 
sulfat (Abschnitt C) behandeln, wahrend der letzte Abschnitt (D) 
einige Bemerkungen betreffs des Charakters des Krystallisations- 
prozesses und der Form der Krystalle enthalten wird. 


A. Enthalt das krystallisierte Eieralbumin Wasser ? 


Bei der Erwahnung der Proportionalitétsmethode®’) ist 
ausfiihrlich mitgeteilt worden, wie man mittels einer Kom- 
bination der Analyse des «<Filtrats» und der des «Nieder- 
schlags mit anhaftender Mutterlauge» Kenntnisse tiber die 
Zusammensetzung des von anhaftender Mutterlauge befreiten 
Niederschlags erhalten kann. Es wurde gezeigt, dab, wenn 
man das Gewicht des 


') Diese Zeitschr., Bd. 103, S. 29 u. f. (1918). 
?) Diese Zeitschr., Bd. 103, S. 104 (1918). 
*) Diese Zeitschr., Bd. 103, S. 46 (1918). 
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Ammoniakstickstoffs in 100 g Filtrat mit 
. >» 100 » Niederschlag m. anhaftend. Mutterlauge mit a, 


Proteinstickstoffs » 100 > Filtrat mit 

> » 100 » Niederschlag m. anhaftend. Mutterlauge mit p,, 
bezeichnet, waihrend man mit x, y und z diejenigen Faktoren 
bezeichnet, mit welchen das Gewicht des Proteinstickstoffs 
multipliziert werden muS, um das Gewicht beziehungsweise 
von wasserhaltigem, aber ammoniumsulfatfreiem Eieralbumin 
(Faktor x), das Gewicht der damit verbundenen Menge Am- 
moniumsulfat (Faktor y) und das Gewicht des wasser- und 
ammoniumsulfathaltigen Eieralbumins (Faktor z) zu geben, so 
kann man die folgenden Gleichungen aufstellen: 

Z=xp+y=r-+s-y 
100 (py + Py) 

4.7163 (ap - py, + a - Py) 





und s = 


Pf 
Wie es sich aus dem folgenden ergeben wird, hat es 


sich als sehr wahrscheinlich herausgestellt, da’, wenn vom 
krystallisierten Eieralbumin die Rede ist, y entweder Null oder 


jedenfalls eine x gegeniiber ganz zu vernachlissigende GréBe 
ist. Wir wollen deshalb vorlaéufig von den Gliedern, die y 
enthalten, ganz absehen, wodurch die obigen Gleichungen in 


100 (a, + ab) 
ar . Pp > 4p - Pe 





reduziert werden, und wir stellen uns dann die Aufgabe, 
den fiir krystallisiertes Eieralbumin giltigen Wert 
von r nebst der’ eventuellen Variation’ dieser 
Grobe mit den Krystallisationsbedingungen zu be- 
stimmen. 

Zur niheren Erléiuterung des angewandten Verfahrens 
werden wir eine ausfiihrliche Beschreibung der Versuchs- 
anordnung sowie die in einem einzelnen Versuch erhaltenen 
Resultate mitteilen. 

500 cm einer Eieralbuminlésung (7 mal umkrystallisiert; 
| ccm enthielt 12,04 mg Proteinstickstoff) wurden unter gutem 
Schitteln mit 220 ccm gesattigter Ammoniumsulfatlésung nebst 
10 Tropfen Impfungsmaterial versetzt. Sowohl die Eieralbumin- 
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wie auch die Ammoniumsulfatlésung hatten vor der Mischung 
eine Temperatur von 19°, und nach derselben wurde die Masse 
in einem mit einem Kautschuckstépsel geschlossenen Kolben 
bei 19° der Krystallisation tiberlassen, dieselbe dauerte 11 Tage 
im ganzen, wahrend welcher Zeit der Kolben jeden Tag gut 
geschiittelt wurde. 

Nach 11 Tagen wurde im Thermostaten bei 19° fil- 
triert; um Verdampfung zu vermeiden, benutzten wir eine der 
gewOhnlichen konischen Filtrierflaschen, mit eingeschliffenem 
Trichter, dessen oberer Rand geschliffen und mit einer zuge- 
schliffenen Glasplatte bedeckt war; dieselbe hatte in der Mitte 
ein Loch, in welches ein gebogenes Glasrohr luftdicht ein- 
gesetzt war, und dieses Rohr verband ein Kautschuckschlauch 
mit dem Seitenansatz der Filtrierflasche. Der Adsorptions- 
fahigkeit des Filtrierpapiers wegen wurden die zuerst durch- 
gelaufenen 20 ccm nicht benutzt, aber in einen Mefcylinder 
gesammelt und dann erst der Trichter in die Filtrierflasche 
gebracht. 

Als die Filtrierung nach etwa 4 Stunden beinahe beendet 
war, wurden 3 - 50 ccm des Filtrats abgemessen, gewogen und 
zur Analyse des Filtrats benutzt. Aus der auf dem Filter 
zuriickgebliebenen Masse wurde die noch nicht durchgelaufene 
iiber dem Niederschlag stehende Mutterlauge mittels einer 
Pipette entfernt, wonichst Niederschlag und der Rest der 
Mutterlauge so schnell wie nur méglich auf dem Filter mittels 
eines Spatels gemischt wurden. Aus der solchermafen er- 
haltenen breiartigen Mischung von Niederschlag und Mutter- 
lauge wurden mittels einer Pipette mit abgebrochener Spitze 
3 Proben genommen, jede auf 10 ccm, die vorsichtig in je 
einen gewogenen 100 Kubikzentimeter-Mefikolben gebracht 
wurden, wonach man das Gewicht des Niederschlags mit an- 
haftender Mutterlauge durch Wagen ermittelte. Nach Auflisen 
in Wasser und Verdiinnen bis auf 100 ccm wurde aufs neue 
gewogen, und sodann nach gutem Schiitteln aus jeder der drei 
Proben 4-10 ccm herauspipettiert, welche gewogen und zur 
Analyse des Niederschlages mit anhaftender Mutterlauge be- 
nutzt wurden. 
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Die Analysen fiihrten wir nach dem friiher') beschrie- 
benen Verfahren aus, indem der Proteinstickstoff nach der 
Methode b (I. c. 59), der Ammoniakstickstoff im Filtrate nach 
der Methode d (I. c. 61) und der Ammoniakstickstoff des Nie- 
derschlags nach der Methode e (Il. c. 63) bestimmt wurden. 
Die Analysenresultate sind in der Tabelle 33 zusammengestellt. 

Die Tabelle enthalt das ganze zu diesem Versuch ge- 
horige Zahlenmaterial, das keine nahere Erlauterung verlangt, 
und welches durch verhaltnismafbig einfache Rechenoperationen 
die Gréfen a,, p, a, und p, gibt, aus welchen Gr68en r sich 
wieder berechnen 1aBt. 

Derartige Versuche haben wir nicht ganz wenige durch- 
gefiihrt, indem wir die Krystallisationsbedingungen verschie- 
denerweise variierten. Eine Ubersicht iiber diese Versuche 





















Tabelle 33. 
Filtrat 

















| ° ° ° 
| Nach Koagulieren, Filtrieren usw. 








































































| wurde das Filtrat auf 1 1 aufgefillt um | wurdeim Nie- 
Nr. | Abge- | den Ammoniak-N zu bestimmen; fiir derschlag der 
wists jede Destillation wurden 10 ccm ge- | Protein-N be- 
des , nomen stimmt; der- 
Menge ; selbe entspr. 
Kolbens Gewicht 100 ccm Ammoniak-N | cem ca. n/14 ol 
1] wogen =| entsprach ccm | Thiosulfat- 
ca, N/i4y ~Thio- ps - 
g g g sulfatlésung?) lésung *) 
10,066 26,58 
4 56,333 1006,68 10,081 26,63 13,33 
10,080 26,65 
f 10,036 26,58 
11 56,357 1006,70 . 10,036 26,54 13,33 
! l| 10,026 26,53 
| 10,025 26,51 
12 | 56386 100681 10,017 26,53 13,34 
| 10,030 26,54 
Mittel...| 56,359 | 1006,73 | 10,044 | 26565 | 13,33 
100 g Filtrat enthalten demnach 4,6966 g Ammoniak-N (a,) 
100 » » > > 0,0235 » Protein-N (p)). 






') Diese Zeitschr., Bd. 103, S. 59 u. f. (1918). 
*) 0,9941 - 0/1401. 
8) 0,9924 - 2/1401. 
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Niederschlag mit anhaftender Mutterlauge. 
ET 


Nr. | Yon den 100cem | per Ammoniak-N | Der Protein-N in 
ie | ee sa in 10 ccm entsprach| 10 ccm entsprach 
| Gewicht ccm ca. 9/1401 Thio-|cem ca. 9/1401 Thio- 
Kolbens | g sulfatlisung ‘) sulfatlésung *) 











Die Probe I wog 11,4526 g, zu 100 ccm gelést war das Gewicht 101,354 g 


























13 10,100 | 2.21.53 | 29,72 
14 | 10,093 2. 21,59 | 29,64 
15 10,106 | 2 - 21,62 | 29,68 
17 CO 10.103 | 2.21.51 | 29,79 
Mittel ..... | 10,1005 2. 21,563 29,71 
100 g der Probe I enthalten demnach 3,7563 g Ammoniak-N (a,) 
100» » >» | » > 2,5834 » Protein-N (p,). 
Die Probe I] wog 11,6101 g, zu 100 ccm gelést war das Gewicht 101,444 ¢ 
21 | 10,159 | 2 - 21,67 | 31,62 
22 10,171 2 . 21,68 31,37 
2 10,174 | 2 . 21,69 | 31,40 
27 | 10,170 2 - 21,69 | 31,33 
Mittel..... | 10,1685 | 2.21682 | 31,43 
100 g der Probe II enthalten demnach 3,7042 g Ammoniak-N (a,) 
100» » » Il > > 2,6802 » Protein-N (p,). 
Die Probe Ill wog 11,0118 g, zu 100 ccm gelést war das Gewicht 101,313 g 
29 | 10,100 | 2 - 20,71 29,29 
30 10,115 2. 20,63 29,31 
31 10,066 2. 20,49 | 29,24 
s2 | totgg | 88057 | 8 
Mittel..... | 10,1025 | 2.20600 | 29,33 
100 g der Probe III enthalten demnach 3,7300 g Ammoniak-N (a,) 
100 >» >» >» Til . > 2,6508 » Protein-N (p,). 


1) 0.9941 - 2/14,01. 
*) 0,9924 - 0/1401. 


Wendet man die Formel 
r= 100 - aye 4p) 
ap’ Ph > Bp * Pr 
auf diese Versuchsergebnisse an, erhalt man aus: 
Filtrat und Probe I: r = 7,80, 
> > > Il: r 7,93, 
> > > I: er = 781, 








Mittel: r = 7,85, 
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und die dadurch erhaltenen Werte von r findet man in der 
Tabelle 54. 

Diese Tabelle ist einer weiteren Erlauterung kaum be- 
diirftig, wir begniigen uns mit einer Hinweisung auf die im 
dritten, vierten und fiinften senkrechten Stab angefiihrten Be- 
merkungen iiber die Krystallisationsbedingungen. Daraus ist 
zu ersehen, dafi wir die Versuchstemperatur von 4 bis 24° 
und die Krystallisationszeit von 2 bis 12 Tagen variiert haben. 
Wir haben sowohl frische als auch dltere Kier benutzt. Wir 
haben das Auskrystallisieren schnell oder langsam vor sich 
gehen lassen, wir haben fraktionierte Krystallisation ange- 
wandt, und schlieflich haben wir in ein paar Versuchen bei 
verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen krystallisieren 
lassen. 

Bei den Versuchen mit fraktionierter Krystallisation 
(Nr. 10, 11 und 12) wiirde man — nach den von Sven Odén!) 
an fraktionierter Fallung kolloider Schwefellésung gemachten 
Erfahrungen — erwarten, daB ein eventueller Unterschied des 
Dispersitaétsgrads des Eieralbumins sich fiihlbar machen wiirde ; 
der Wert von r ist indessen, wie aus dem letzten Stab der 
Tabelle hervorgeht, derselbe in allen drei Versuchen, indem 
die Abweichungen v6llig innerhalb der Grenzen der Versuchs- 
fehler fallen. Etwas ganz Ahnliches gilt von den gesamten 
ausgefiihrten Versuchen; die einzige Ausnahme ware dann der 
in der Tabelle zuletzt angefiihrte Versuch, mit r = etwa 7,97; 
dieses hat aber seine natiirliche Ursache darin, daB die Aus- 
krystallisation in ausgepragt saurer Flissigkeit vorgegangen ist. 
Unter solchen Umstinden krystallisiert das Eieralbumin, wie 
es im folgenden Abschnitt (siehe S. 233) erwahnt wird, mit einer 
geringen, aber leicht nachzuweisenden und zu waégenden Menge 
Schwefelsiiure, und der Faktor r wird in diesem Fall sowohl 
dem Wasser als auch dem Sauregehalt entsprechen; wird fiir 
letzteren korrigiert (siehe S. 235, Anm.), so wird der Wert des r 
sich dem normalen, 7,86, nahern. 


') Zeitschrift f. physik. Chem., Bd. 78, S. 682 (1911) Nova Acta 
Regiae Societatis Scientiarum Upsaliensis IV, Bd. 3, Nr. 4, S. 55 (1912). 
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Wir meinen es dann durch die in der Tabelle 34 mitge- 
teilten Versuche als dargetan betrachten zu diirfen, daB der 
Faktor (eventuell mit einer kleinen Korrektion ver- 
sehen) einen von den Krystallisationsbedingungen 
unabhangigen, konstanten Wert besitzt, dessen GréBe 
wir gleich 7,86 gefunden haben. 

Welche Bedeutung ist jetzt dem Faktor r beizumessen ? 
Es wurde oben (S. 218) gesagt, daB r unter der Voraus- 
setzung, daB das krystallisierte Eieralbumin kein 
Ammoniumsulfat enthalt, gleich x ist und deshalb 
denjenigen Faktor angibt, mit welchem der Protein- 
stickstoff multipliziert werden mufB, um das Gewicht 
des wasserhaltigen Proteins zu geben. Die Frage ist 
dann, ob diese Voraussetzung stichhaltig ist. 


Schon bei der in einer vorausgegangenen Abhandlung 
gegebenen ausfiihriichen Erwihnung der Proportionalitats- 
methode!) wurde die Aufmerksamkeit darauf hingelenkt, daf, 
da die allgemeine Gleichung 


Z=r+s-y 


zwei Unbekannte, z und y, enthalt, so ist es nicht médglich, 
mittels eines einzelnen Versuches, dessen Analyseresultate 
nur eine Berechnung von r und s erlauben, eine eindeutige 
Lésung der Gleichung zu erhalten; ein willkiirlich gewihlter 
Wert von y wird einen entsprechenden Wert von z geben. 
Eine absolute Beantwortung der Frage ist deshalb aus den 
oben erwahnten Versuchen nicht zu erhalten. 


Zieht man indessen in Betracht, daf die Proportionalitats- 
methode auf einer Differenzbestimmung eines bestimmten Stoffes 
(hier des Ammoniakstickstoffs) im Filtrat und im Nieder- 
schlag mit anhaftender Mutterlauge fuft, so leuchtet es un- 
mittelbar ein, daf ein eventueller Gehalt an Ammoniumsulfat 
als integrierender Bestandteil der Krystalle eine um so gréfere 
Rolle spielen wird, je kleiner die Ammoniumsulfatkonzen- 
tration des Filtrats ist. Anders gesagt: man wird — der 





‘) Diese Zeitschr., Bd. 103, S. 50 (1918). 
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Tabelle 


Ubersicht iber die GréBe des Faktors, r, wie er sic 








Nr. Tempe-| Dauer 


des | Tag des ratur — 
des y nieatiaial 


Ver- | Versuches | ver. | St@lli- 


' : sation 
suches suches | ip 
| age 














April 1913 





q Variation der Versuchstemperatur und der Kry. 
stallisationsdauer. 


j 
! 





Oktober 1913, 


' 
' 


Es wurde beim Versuche eine aus Alteren Eiem 
dargestellte Probe Eieralbumin angewendet, welche 
tibrigens gut, aber sehr langsam krystallisierte. 


Nov. 1913 





| | 
| 
| | 
| if 
| | 


‘Schnell Diese beiden Versuche wurden gleichzeitig 
hw und ganz gleich behandelt, nur wurde bein 
ersten die ganze Menge Ammoniumsulfat auf 
einmal zugegeben, so daB8 die Krystallisation 
| .Lang- { Sehr schnell vor sich ging. 

| sam“ Beim zweiten wurde das Ammoniumsulfai 
nach und nach zugegeben, derart, daf die Kry- 

stallisation sich nur langsam vollstreckte. 


' 

| 

| 

' A . ° . 

Beim ersten dieser drei Versuche war die Ammo 
niumsulfatmenge so geringfiigig, da8 nur ein kleine 
| || Teil des Eieralbumins auskrystallisierte. Das Filtra! 
| 

| 

! 





Mai 1914 


'+weiter| | vom ersten Versuch wurde zum zweiten Versuch be 
nutzt, indem mehr Ammoniumsulfat zugefiigt wurie 
f und das Filtrat von diesem in derselben Weise zun 
+-weiter| | dritten Versuch. Durch cine solche fraktionierte Kry- 
5 stallisation kénnte ein eventueller Unterschied im Dis 
: persitatsgrad des Eieralbumins mdglicherweise zum 
Vorschein kommen, 


5 





April 1915 | Wahrend die Wasserstoffionenkonzentration beim 
| ersten dieser Versuche ungefahr die fiir diese Av 
| krystallisationen normale war, so war sie im zweitel 
Versuch weit gréfer als iiblich, indem das Filtrs 
Py = 4,417; h = 38,28- 106 zeigte. (S. ibriges 
| S. 235 Anm.). 
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Abella 


ap - Ph + Ap - Pr 





‘SichMittels der Formel r = berechnet. 






































1 hi 100 g Niederschlag mit anhaften- 
100 g Filtrat enthielten der Mutterlauge enthielten Mittel 
mmoniak-| Protein-N | Marke | Ammoniak-} Protein-N r von 
Nin g in g der N in g in g r 
(ay) (P,) Probe (a) (P)) 
I 3,8960 2,1871 7,890 
4.7000 0,0228 II 3,8520 2,3045 7,89s 7,879 
Ill 3,9220 2,1267 7,854 
I 4,1050 1,6332 7,734 
46870 0,0316 If | 4,0330 1,7983 | 7,878 7,816 
Ill 4,1400 1,5170 7,831 
I 4,1574 1,7978 7,823 
sid 48321 0,0151 II 4,2147 1,6581 7,768 7,791 
™ Ill 42982 1,4332 7,788 
l 83,9990 2,1870 7,891 
18270 0,0161 iI 4,0300 2,0980 7,920 7,905 
Ill 4,0610 2,0240 7,89s 
I 4.0910 1,5940 7,734 
4.6460 0,0562 | II 4,0210 1,7480 7,916 7,833 
Ill 4,0580 1,6630 7,842 
I 3.7600 2.4700 7,878 
4,6950 0,0343 II 3,7620 2.4670 7,86, 7,841 
ll 3,8050 2,3730 7,787 
Kiem I 3,6791 2,9043 7,924 
elche M47648 | 0,0377 | I 3.7155 2.8381 7 84, | 7,90. 
Ill 3,6872 2.8763 7,948 
zecitig I 3,7563 2.5834 7,807 
bein fam 46966 0,0235 II 3,7042 2.6802 7,939 7,855 
it be. lll 3,7300 2,6508 7,819 
oa I 3,5429 3,0945 7,956 
sulfa: fim 46868 0,0344 II 3,5465 | 3,0965 7,92s 7,945 
-— Ill 3,)481 3,0791 7,957 
i | 3,0827 3,2368 7,862 
reine 0037 0,4036 II 3,0906 38,2056 7,880 7,861 
i ltrat lll 3,0683 3,2886 7,842 
ae I 3,1788 3,6617 7,834 
wits 4191 | 0.1100 II 3.2784 3,3710 7,841 7,831 
cs Ill 3,2062 3,5855 7,829 
puis: I 4,6834 1,7372 7,82 
“ 0,0040 I 45686 | 20139 | 7,79 ‘on 
; I 3.2179 83,4069 7,92s 
re 0,1240 Il 38,2120 3,4242 7,928 7,918 
veites lll 3,2236 38,3961 7,910 
iltrat I 3,4264 2,7959 8,000 
1g Bod: 0,0551 II 38,4769 2,6641 7,966 7,968 
il | 3,3910 2.9184 7.938 
Mittel der ersten 12 Werte: 7,86 
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angewandten Methode wegen — in zwei Versuchen mit ver- 
schiedener Konzentration des Ammoniumsulfats fiir r nicht 
denselben, aber einen um so kleineren Wert finden, je kleiner 
diese Konzentration ist, und dieser Unterschied wird desto 
stirker hervortreten, je mehr Ammoniumsulfat die Krystalle 
enthalten. 


Dasselbe Resultat enthaélt man durch Betrachtung der 
Formel fiir r, die — wie friiher erwahnt (I. c. 5.51) mit 
sehr grofSer Annaherung als 


geschrieben werden kann. 

Wenn der Ammoniakstickstoff, a,, nicht lediglich von der 
anhaftenden Mutterlauge herrtihrt, sondern ein Teil davon, a,, 
ein Bestandteil der Krystalle ist, wahrend der Rest, a_, der 
anhaftenden Mutterlauge gehirt und deshalb unter sonst gleichen 
Umstanden (gleicher Wert von p,) in einem bestimmten Ver- 
hiiltnis zu a, steht, so wird man die Gleichung als 


schreiben k6nnen. 


a 
Wenn jetzt ~ fiir einen bestimmten Wert von p, kon- 

f 
stant ist, so sieht man leicht, daf die Formel einen um so 
kleineren Wert fiir r gibt, je kleiner a, (der Gehalt des Filtrats 
an Ammoniumsulfat) und je gré8er a, (die in den Krystallen 


enthaltene Menge Ammoniumsulfat) ist. 


Da nun in den von uns angestellten, in Tabelle 34 aufge- 
fiihrten Versuchen der Wert von r nicht mit derjenigen von 
a, varilert, so meinen wir daraus die Folgerung ziehen zu 
diirfen, daf die Eieralbuminkrystalle wahrscheinlicher- 
weise entweder ammoniakfrei sind oder nur ganz 
kleine Mengen Ammoniumsulfat enthalten. In einem 
folgenden Abschnitt (C. S. 243) werden wir es versuchen, dieser 
Frage durch ganz andersartige Untersuchungen naher zu treten. 
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Betreffs des Wassergehalts der Krystalle, dann laBt sich 
derselbe selbstverstindlich mittels des Faktors r = x = 7,86 
berechnen, wenn man den Faktor kennt, mit welchem der 
Proteinstickstoff zu multiplizieren ist, um das Gewicht des 
wasserfreien Proteins zu geben. Diesen letzteren Faktor haben 
wir durch Eintrocknen einer Proteinlésung gekannter Zusammen- 
setzung zu bestimmen gesucht. Das Verfahren war wie folgt: 

In eine Reihe von gewogenen breiten Wigegliisern mit 
eingeschliffenem Stépsel wurden 10 oder 20 ccm einer Eier- 
albuminlésung abgemessen und gewogen, welche Lésung 0,7825 g 
Proteinstickstoff und 0,099 g Ammoniumsulfat in 100 g, aber 
weder Schwefelsiiure noch Ammoniak im Uberschuf, enthielt. 
Einige dieser Proben wurden ohne jegliche Vorbehandlung 
eingetrocknet, andere wurden zuerst 5 Stunden in einen Brut- 
kasten bei 55—60° gestellt, wodurch eine teilweise Koagu- 
lation stattfand, wahrend der Rest der Proben vor dem Ein- 
trocknen °/s Stunden bei 93—97° gestellt wurde, was die 
ganze Masse in ein steifes Gelé verwandelte. Das Eintrocknen 
geschah im Vakuum iiber festem Kaliumhydroxyd bei Zimmer- 
temperatur und wurde einige Monate hindurch fortgesetzt, bis 
der Gewichtsverlust wahrend eines Monats weniger als 1 Milli- 
gramm betrug. Die Versuchsresultate sind in der Tabelle 35 
zusammengestellt. 

Es erhellt aus den 7 ersten senkrechten Stében der 
Tabelle, welche keine weitere Erklérung nétig haben, da der 
gesuchte Faktor sehr nahe 6,4 ist, indem die Mittelzahl aller 
Bestimmungen 6,39, ist. Die Vorbehandlung der Lésung schien 
keinen nachweisbaren Einflu8 auf die Gréfe des Faktors ge- 
tibt zu haben, indem die gegenseitigen Abweichungen der ein- 
zelnen Versuche sehr wohl von Versuchsfehlern her stammen 
kénnen. Daf der Faktor bei den nicht vorbehandelten Proben 
(Nr. 1—4) ein wenig kleiner als bei den iibrigen Proben ge- 
funden wird, und da von letzteren die vollig koagulierten 
Proben (Nr. 9—12) einen ein wenig niedrigeren Faktor als 
die teilweise koagulierten (Nr. 5—8) geben, muf demnach als 
von Zufialligkeiten herriihrend betrachtet werden. Der Unter- 
schied ist jedenfalls so geringfiigig, da} wir es um der hier 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CIII. 16 
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behandelten Frage willen nicht notwendig gefunden haben, durch 
weitere Untersuchungen festzulegen zu suchen, ob hier von 
Zufalligkeiten die Rede ist oder nicht. 

Von den eingetrockneten und gewogenen Proben wurden 
einige benutzt um zu bestimmen, wieviel léslichen Protein- 
stickstoff der Eintrocknungsrest enthielt, wahrend ein wasseriger 
Auszug anderer Proben zu Krystallisationsversuchen gebraucht 
wurde, um dadurch Aufklirungen dariiber zu erhalten, in- 
wieweit das Eieralbumin durch die Vorbehandlung und die 
nachfolgende Eintrocknung einige Veranderungen erlitten habe. 





Tabelle 35. 
Eintrocknen von Eieralbuminlésung. 


(100 g Eieralbuminlésung enthielten 0,7825 g Proteinstickstoff und 0,099 ¢g 
Ammoniumsulfat). 








————- — 


'100 g Eieralbumin- Die 100 g Eier- 


| 
| Die abge- | lésung enthalten Faktor, ! albuminlésung 


deshalb i . | entsprechende 
Fieralbu Menge Trocken- 


ria ' Kieralbu- min- substanz enthielt 
suchs-| Vor- | nen Trock.-| , min- trocken- | von léslichem Be- 


Ver- | | wogene Eier- 


| trocken- | syubstanz |Proteinstickstoff 
a Sub- | substanz |; p: jin °/p de 

num behandlung enthielt “ (Trocken- mit Eieral. peony merkung 

| wog | Trocken- stanz | substanz | bumin- in | Menge 

substanz + 0,099 g) | stickstoff- | léslich. 

cent Be |Protein- 

u g g dividiert g | stickst. 

| 20,236 1,0808 | 4,992 | 6,38 Augewanit 

ee 4,9 6,35, oe | Krystallis. 


| 20,252! 1,0306 | 4,990 | 637, | 0,7032) 89,87 
| 10,096; 0,5147 4,999 | 6,38, | 0,6925) 88,50 
| ; 10,101) 0,5142 4.992 | 6,38, | - 
|_5 Stunden | 20,268) 1,0346 5,006 | 6,39. 





mer | 




















bei 55—60° | 
| > | 20,264) 1,0342 5,005 | 6,39, 
| > 10,144] 0,5190 6,017 | 6,41, 
| > 10,142) 0,5184 5,012 | 6,40, 
| */¢ Stunden | 20,085) 1,0255 5,007 | 6,39, 
| bei 93—97° | 


























| | 
| 20,121] 1,0248 4,994 | 6,38, nichts 0,00 
| 10,092) 0,5146 5,000} 6,39, ‘nichts; 0,00 | 


} 


| 10,095), 0,5151 6,004 | 639, | — — | 




















“Mittel: 6,39, 
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Der vorletzte senkrechte Stab der Tabelle 35 zeigt, dah 
in den Proben Nr. 2 und 3 bis 90°/o des Proteinstickstoffs 
noch in lislicher Form vorhanden sind. Die Eintrocknung bei 
Zimmertemperatur ohne Vorbehandlung hat somit nur eine 
geringfiigige Denaturierung zur Folge gehabt. Weit mehr des 
Albumins ist durch die Vorbehandlung bei 55—60° (Nr. 6 
und 7) denaturiert worden, und die Vorbehandlung bei 93 
bis 97° hat eine vollstandige Denaturierung bewirkt. 

Ein damit vollig im Einklang stehendes Resultat gaben 
die Krystallisationsversuche, bei welchen der betreffende Ein- 
trocknungsriickstand mit 20 cem Wasser sorgfialtig behandelt 


wurde; die abfiltrierte L6sung wurde mit so viel gesiattigter 


Ammoniumsulfatl6sung versetzt, daf ein bleibender Nieder- 
schlag eben entstand, wonach die Fliissigkeit wieder filtriert, 
und das Filtrat geimpft und nach gutem Umriihren zur Kry- 
stallisation beiseite gestellt wurde. 

Wahrend die Lésung des Eintrocknungsriickstands vom 
Versuch Nr. 9, wie es zu erwarten war, durch Zusatz vom 
Ammoniumsulfat keinen Niederschlag gab, so fingen die den 
Versuchen Nr. 1 und 5 entsprechenden Lésungen bald zu kry- 
stallisieren an, und der gebildete Niederschlag hatte unter dem 
Mikroskop das gewohnliche charakteristische Aussehen: kleine 
zu Biindeln und Garben vereinigte Nadeln. Nach 4-tagiger 
Krystallisation wurde filtriert, und das Filtrat analysiert. Es 
zeigte sich dann, dai die den Versuchen Nr. 1 und 5 ent- 
sprechenden Filtrate auf 100g Wasser beziehungsweise 0,430 g 
und 0,578 g Eihydrat enthielten, waéhrend in der in einer 
friiheren Abhandlung’) angegebenen Weise geschatzt werden 
konnte, da’ reine Eieralbuminlésungen durch Krystallisation 
unter den vorliegenden Umstinden (Ammoniumsulfat- und 
Wasserstoffionenkonzentration) Filtrate mit beziehungsweise 
ca. 0,270 g und 0,240 g Eihydrat auf 100 g Wasser geben 
wiirden. Wenn auch demgeméB — wie eine einfache Rech- 
nung lehrt — weit der gréfte Teil des Kieralbumins auskry- 
stallisiert ist sowohl in Nr. 1 als auch in Nr. 5, so enthilt 





*) Diese Zeitschr., Bd. 103, S. 27 (1918). 
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doch in beiden Fallen das Filtrat mehr Eihydrat als normal, 
und es ist unverkennbar, daB die Krystallisation in Nr. 1 voll- 
stindiger als in Nr. 5 gewesen ist. 

Wir bemerken nur, dafi das Ergebnis dieser Krystalli- 
sationsversuche andeuten konnte, daf vor der Denaturierung 
des Eieralbumins eine Umbildung in nicht krystallisierbares 
Eieralbumin stattfindet, das Versuchsmaterial ist aber zu klein, 
um sichere Folgerungen zu erlauben; wir kehren indessen in 
einer spateren Arbeit tiber die Denaturierung des Eieralbumins 
zu dieser Frage zuriick. 

Das Ergebnis dieser Eintrocknungsversuche meinen wir 
folgendermafen ausdriicken zu kénnen: Derjenige Faktor, 
mit welchem das Gewicht des Proteinstickstoffs zu 
multiplizieren ist, um das Gewicht des tiber festem 
Kaliumhydroxyd im Vakuum bei Zimmertemperatur 
getrockneten Eieralbumins zu geben, ist sehr nahe 
6,4, und dies gilt nicht nur fiir das lésliche krystalli- 
sierbare Eieralbumin, sondern auch fiir das denatu- 
rierte sowie fiir eventuelle Zwischenglieder zwischen 
diesen beiden Stoffen. 

Der gefundene Faktor stimmt ziemlich gut mit dem, was 
friihere Forscher durch Analysen denaturierten und sodann 
getrockneten Kieralbumins finden, iiberein. So finden Thomas 
B. Osborne und George F. Campbell?) in Analysen von 
6 sorgfaltig gereinigten, danach denaturierten und schlieflich 
bei 110° getrockneten Proben von Eieralbumin einen Gehalt 
von 15,32—15,60°/o Stickstoff; der Mittelwert war 15,51 °/o, 
was dem Faktor 6,45 entspricht. Ganz ahnliche Resultate 
bringen die iibrigen ver6ffentlichten Analysen sorgfiiltig ge- 
reinigten Materials. 

Mit Benutzung des Faktors 6,40 nebst dem oben (S. 223) 
fiir krystallisiertes Eieralbumin gefundenen Faktor, 7,86, findet 
man den Wassergehalt der Krystalle pr. 1 g wasserfreies Eier- 
albumin von folgender GrdBe: 

7,86 = 6,40 
6,40 
1) Journ. Amer. Chem. Soc. Bd. 22, S. 440 (1900). 


== 0),228 g, 
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wahrend der Faktor 6,45 in analoger Weise 0,219 g geben wird. 
Das krystallisierte Eieralbumin enthalt also auf jedes 
Gramm wasserfreies Albumin ca. 0,22 g Wasser. 


B. Enthilt krystallisiertes Eieralbumin einen Uberschu8 an Schwefel- 
siure oder Ammoniak? 


In der vorhergehenden Abhandlung’) ist es beschrieben, 
wie man mittels einer Wasserstoffionenmessung einer am- 
moniumsulfathaltigen Eieralbuminlésung den Uberschu8 an 
Schwefelsiure oder Ammoniak bestimmen kann, wenn die 
Zusammensetzung der Lésung tibrigens bekannt ist. Es wiirde 
deshalb auch verhiiltnismafig leicht sein, die obenstehende 
Frage, welche Gegenstand dieses Abschnitts ist, zu beant- 
worten, wenn die Krystalle in reinem Zustand ohne anhaftende 
Mutterlauge vorligen, oder wenn man von dem Uberschuf 
letzterer an Schwefelséure oder Ammoniak absehen konnte. 
Dann brauchte man nur die Krystalle in Wasser zu lésen und 
den Gehalt der wiisserigen L6sung an Ammoniak- und Protein- 
stickstoff nebst der Wasserstoffionenkozentration derselben zu 
ermitteln, um aus den erhaltenen Resultaten den UberschubB 
an Schwefelsiure oder Ammoniak berechnen zu kénnen. In 
der Tat gibt ein solches Verfahren auch ein sehr angenihert 
richtiges Resultat, indem der Uberschu8 der Mutterlauge an 
Schwefelsiure cder Ammoniak gewohnlich nur einen kleinen 
Bruchteil der in den Krystallen vorhandenen Menge ausmacht, 
ein ganz richtiges Resultat erhalt man natiirlich aber nur unter 
Riicksichtnahme sowohl auf die Krystalle als auch auf die 
Mutterlauge. Das Verfahren wird dadurch etwas umstiand- 
licher, gibt aber iibrigens zu keinerlei Schwierigkeiten AnlaB; 
es verlangt nur einige Wasserstoffionenmessungen nebst Ana- 
lysen sowohl des Filtrats als auch der Krystalle mit anhaf- 
tender Mutterlauge, ganz wie es im Abschnitt A gelegentlich 
der Bestimmung des Faktors r besprochen wurde (siehe S. 211). 
Mittels derartiger Analysen und Wasserstoffionenmessungen 
kann namlich der Gehalt an iiberschtissiger Schwefelséure oder 





1) Diese Zeitschr., Bd. 103, S. 104 (1918). 
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iiberschiissigem Ammoniak, sowohl der des Filtrats als auch 
der der Krystalle mit anhaftender Mutterlauge ermittelt werden. 
Da wir weiter, wie es im vorigen Abschnitt (siehe S. 226) aus- 
fiihrlich erwahnt wurde, voraussetzen diirfen, daB alles im 
Niederschlage mit anhaftender Mutterlauge gefundene Ammo- 
niumsulfat von der anhaftenden Mutterlauge herriihrt, so kann 
die Menge dieser letzteren und ihr Gehalt an tiberschiissiger 
Schwefelsdure oder iiberschtissigem Ammoniak berechnet werden 
(siehe S. 233), eine einfache Subtraktion gibt danach die tiber- 
schiissige Menge Schwefelsiure oder Ammoniak, welche die 
von der Mutterlauge befreiten Krystalle enthalten. Zur naheren 
Erlauterung des Verfahrens werden wir die Einzelheiten, ein 


paar Versuche betreffend, anfihren. 

Als erstes Beispiel benutzen wir den in der Tabelle 33 ange- 
fiihrten Versuch (Nr. 8 der Tabelle 34). 

Analyse des Filtrats: Da 50 ccm 56,359 g wagen, und 100 g 
Filtrat 4,6966 g Ammoniakstickstoff (ap) und 0,0235 g Proteinstickstoff 
(pp) enthalten, so werden 100 ccm Filtrat 112,718 g wagen und 5,2939 g 
Ammoniaksticksioff (c = 3,78 n)') und 0,0265 g Proteinstickstoff (1,89 
Milligrammaquivalenten = e) enthalten. Die Wasserstoffionenmessung gab 
h == 11,27 - 107% 

Miltels der Kurven, Figur 14,*) welche fir die Ammoniumsulfat- 
konzentration c = 2,79 gelten, erhalt man jetzt, daf fiir e = 1,89 und 
h = 1127-10 ~® gq =+ 20 sein wird, indem q die Anzahl Kubik- 
zentimeter 1/1000 Schwefelsiure (++) oder Ammoniak (+) in Uberschuf 
pr. Milligramm-Aquivalent Proteinstickstoff angibt. Aus Figur 15 (1. c.), deren 
Kurven fiir die Ammoniumsulfatkonzentration c = 4,12 gelten, ergibt sich 
in derselben Weise, dafi bei dieser Ammoniumsulfatkonzentration q gleich 
+ 5,0 wird, wenn e = 1,89 und h = 11,27 - 10 +6 ist. Da somit 

c= 2,79 q=-+ 2,0 gibt 
und c= 4,12 q=-+50 > 
so bekommt man bei Interpolation, daf fiir c = 3,78, die Ammonium- 
sulfatkonzentration des Filtrats, q gleich -+ 4,2 wird. Der Uberschuf 
an Schwefelsdure ist also -++ 4,2. 1,89 = +- 7,94 ccm ®/:000 in 100 ccm 
Filtrat und + 7,94 : 1,12718 = +- 7,04 ccm 2/1000 in 100g Filtrat. 


‘) Bei der Berechnung der Aquivalent-Konzentration, c, des Am- 
moniumsulfats ist hier wie in den folgenden Beispielen keine Riicksicht 
auf das Volumen des Eihydrats genommen, weil die betreffende Korrek- 
tion, bei den schwachen Proteinkonzentrationen, wovon in diesen Ver- 
suchen die Rede ist, mit den Versuchsfehlern verglichen, belanglos ist. 

*) Diese Zeitschr., Bd. 103, S. 189 (1918). 
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Analyse des Niederschlags mit anhaftender Mutterlauge 
{N + M), Probe I: Da 100g (N -;- M) zufolge der Analyse 3,7563 g 
Ammoniakstickstoff (a,) und 2,5834 ¢ Proteinstickstoff (p,) enthalten, so 
wird die abgewogene Probe I (Gewicht : 11,4526 g) und die daraus dar- 
gestellte Lésung (100 ccm) 0,4302 g Ammoniakstickstoff (c = 0,31 n) und 
0,2959 g Proteinstickstoff (21,12 Milligramm-Aquivalent = e) enthalten. 
Die Wasserstoffionenmessung gab h = 14,61 - 10 +6 

Da nun sowohl die Kurven der Figur 12 (c = 0,363 n) als auch 
die Kurven der Figur 13 (c = 0,062 n) fiir e = 21,12 und h = 14,61 
~ 10~8 q =-+ 0,5 geben, so kann q auch fiir den zwischenliegenden 
Wert von c (0,31 n), der hier in Rede steht, gleich — 0,5 gesetzt werden. 
Die gesamte iiberschtissige Menge Schwefelsiure der Probe I ist deshalb 
— 0,5 - 21.12 = + 10,56 cem 000 (d. h. 10,56 ccm "/1000 Ammoniak). 

Vorausgesetzt, dah die ganze Menge Ammoniakstickstoff (0,4302 g), 
die in Probe I gefunden wurde, von Ammoniumsulfat in anhaftender Mutter- 


, , 100 - 0.4302 . 
lauge herriihrt,') wird das Gewicht letzterer £6966 == 9,1598 g*) 
“T's de ) 





sein, worin 0,0022 g Proteinstickstoff (0,16 Milligramm-Aquivalenten), 
wihrend die iiberschiissige Schwefelsiure laut der obenstehenden Analyse 

; 9,1598 , 
des Filtrats -+- 7,04 - — ‘ag - == -+- 0,64 ccm "/1000 ausmacht. 

Da (N-+-M) demgemaf in Probe [ in allem ~ 10,56 ccm 2/1000 
und M fiir sich allein -+ 0,64 cem iiberschiissige Schwefelsaure enthalt, so 
wird N (der Niederschlag) -: 10,56 — (+- 0,64) = : 11,20 cem 1/1000 iiber- 

; thes ae ~ 11,20 
schiissiger Schwefelsiiure oder pr. Milligramm-Aquivalent Bi.12 = 0,16 





= — 0,53 ccm enthalten. 

Das Resultat wird also, dafi die Krystalle in diesem 
Versuche 0,53 cem "/iooe tiberschiissigen Ammoniak pr. Milli- 
gramm-Agquivalent Proteinstickstoff entalten haben. 

Als zweites Beispiel wiahlen wir Versuch Nr. 14 Tabelle 34, 
wo das Auskrystallisieren in einer etwas saureren Flissigkeit stattge- 
funden hatte, weshalb die Berechnung sich ein wenig anders formt: 





') Bei dieser Berechnung ist es natiirlich erlaubt von derjenigen 
kleinen Menge Ammoniak abzusehen, welche das Endresultat als Be- 
standteil der Krystalle aufweist, indem die ihr entsprechende Menge 
Stickstoff nur einen verschwindenden Bruchteil der ganzen gegenwirtigen 
Ammoniakstickstoffmenge ausmacht (in diesem Versuche z. B. nur etwa 
1/2700). 

*) Das Gewicht der Krystalle wird demnach 11,4526 — 9,1598 
== 2,2928 g sein, und da der Proteinstickstoff der Krystalle 0,2959 + 0,0022 
== 0,2937 g ausmacht, so wird der Proteinfaktor r, see = 7,807 


werden (vgl. Tabelle 33). 
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Analyse des Filtrats: 100 ccm Filtrat wogen 112,013 g und 
enthielten 4,9221 g Ammoniakstickstoff (c = 3,51 n) und 0,0617 g Pro- 
teinstickstoff (4,40 Milligramm-Aquivalente = e). Die Wasserstoffionen- 
messung gab h = 38,28- 10~®, 

Aus den Kurven der Figur 10') erhellt es jetzt, daf& b, welches 
die pr. Milligramm-Aquivalent Proteinstickstoff gebundene Menge iiber- 
schiissige Schwefelsiure in ccm "/:000 bedeutet, fiir h = 38,28 in folgender 
Weise mit der Ammoniumsulfatkonzentration variiert: 


c = 0,062; b=—-+ 11,30 
c = 0,363; b = + 13,00 
ce =1,417; b= -+ 13,45 
c=2817; b=-+ 14,45 


Aus diesen Werten bekommt man durch graphische Extrapolation 
fir c = 3,51, b = + 15,00. *) 

Die ganze am Eihydrat in 100 ccm Filtrat gebundene Menge iiber- 
schiissiger Schwefelsiure ist somit -+ 15- 4,40 = + 66,0 ccm "/1000. 

Weiter aft sich die Konzentration, s, der tiberschiissigen Schwefel- 
siure im Dispersionsmittel durch Anwendung der Formel®): 


(x ) : 
-—*“\— berechnen, welche Berechnung s = 486 -10~° 


gibt, woraus man wieder bekommt, daf die in 100 ccm Filtrat gegen- 
wiartige, nicht an Eihydrat gebundene, tiberschiissige Menge Schwefelsaéure 
48,6 ccm ®/:000 ist, indem auch hier, wie oben, vom Volumen des Ei- 
hydrats abgesehen ist (siehe S. 232). 

Die Gesamtmenge tiberschiissiger Schwefelsdure in 100 ccm Filtrat 
wird deshalb : + 66,0 + 48,6 = + 114,6 cem 1000 und in 100 g Filtrat 
~~ 114,6 : 1,12013 = +- 102,31 ccm. 

Analyse des Niederschlags mit anhaftender Mutter- 
lauge, (N-++ M), Probe I: Da 100 g (N -+-M) laut der Analyse 3,4264 g 
Ammoniakstickstoff (a ) und 2,7959 g Proteinstickstoff (p,) enthalten, so 
wird die abgewogene Probe (Gewicht 6,5141 g) und die daraus darge- 
stellte Liésung (100 ccm) 0,2232 g Ammoniakstickstoff (c = 0,159 n) und 


s=h-f 


8 


1) Diese Zeitschrift, 

*) Dieser Wert von b kann, weil er durch Extrapolation gefunden 
ist, natiirlich nicht besonders genau sein, was wieder bedingt, dafs der 
Gehalt des Filtrats an iiberschiissiger Schwefelséure auch nicht besonders 
genau bestimmt ist. Das bedeutet indessen nur wenig, weil — wie aus 
dem folgenden (siehe S. 235) sich ergibt — die aus der anhaftenden Mutter- 
lauge stammende, iiberschiissige Schwefelsdure nur etwa ‘/se der gesamten 
im Niederschlage mit anhaftender Mutterlauge gegenwartigen Menge tiber- 
schiissige Schwefelsaure ausmacht. 

*) Diese Zeitschr., Bd. 103, S. 114 (1918). 
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0,1821 g Proteinstickstoff (13,00 Milligramm-Aquivalente = e) enthalten. 
Die Wasserstoffionenmessung hat h = 40,36 - 10~° gegeben. 
Auf den Kurven Figur 10 (1. c.) ist zu ersehen, daf, wenn 
h = 40,36 ist, so wird fiir 
c = 0,062; b= - 12,02 
c = 0,363; b = -+ 13,85 
c= 1,417; b=-+ 14,35 
e = 2,817; b=- 15,45 
sein. 

Aus diesen Werten erhilt man durch graphisches Interpolieren 
b = + 13,38 fiir c = 0,159. 

Die 100 ccm Lésung werden somit in allem + 13,38 - 13,00 
= + 173,94 ccm /i000 tiberschiissige an Eihydrat gebundene Schwefel- 
siure enthalten. 

Weiter berechnet man mittels der Formel 
(Xmen) ° 

h-f, 
daf’ die 100 ccm Lésung der Probe I von nicht an Eihydrat gebundene 
iiberschiissige Schwefelsiure 12,85 ccm ®/1000 enthalten. 

Schlieflich bekommt man in derselben Weise und unter derselben 
Voraussetzung wie im ersten Beispiel, daf’ das Gewicht der die Krystalle 
anhaftenden Mutterlauge 

100 - 0,2232 
4,3942 
stoff (0,20 Milligramm-Aquivalente), wahrend die iiberschiissige Schwefel- 
sdure laut der obenstehenden Analyse 
5,0794 
100 

Da demnach (N -+ M) in Probe I in allem -+ 173,94 -+- 12,85 
= -+ 186,79 ccm 41000 iiberschiissige Schwefelsdure enthalt, und da M fiir 
sich allein +- 5,20 ccm enthalt, so wird N +- 186,79 — 5,20 = +- 181,59 ccm 


s=h-f, ~ 


? 


== 5,0794 g') ausmacht, worin 0,0028 Proteinstick- 





+ 102,31 « = -+ 5,20 ccm "/1000 betragt. 





‘) Das Gewicht der Krystalle wird demzufolge 6,5141 + 5,0794 

= 1,4347 g sein, und da der Proteinstickstoff der Krystalle 0,1821 — 0,0028 
1,4347 

01793 = 8,002 werden 
(vgl. Tabelle 34). Dieser Wert von r entspricht indessen nicht nur dem 
Wassergehalt der Krystalle, sondern umfafit zugleich den Gehalt an iiber- 
schiissiger Schwefelsdure. Da nun letzterer (siehe S. 236) 14,19 ccm "/1000 
(= 0,696 mg Schwefelsiure) pr. Milligramm-Aquivalent Proteinstickstoff 
(= 14,01 mg Stickstoff) ausmacht, so wird der dementsprechende Faktor 
a ead = 0,050 sein; der korrigierte Wert von r wird deshalb 8,00, 
— 0,05, = 7,95,. 


== 0,1793 g ausmacht, so wird der Proteinfaktor r 





~@ 
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N/s000 iiberschiissige Schwefelsdure oder pr. Milligramm-Aquivalent Pro- 


Bh = -+- 14,19 ccm enthalten 
13,00 -- 0,20 

Das Resultat wird somit, dah die Krystalle in diesem 
Versuche 14,19 ccm "000 titberschiissige Schwefels&ure pr. 


Milligramm-Aquivalent Proteinstickstoff enthalten haben. 

Auf einem der beiden Wege, welche bei den oben aus- 
fiihrlich besprochenen Beispielen befolgt wurden, haben wir den 
Gehalt der Krystalle an tberschtissiger Schwefelsfiure oder 
iiberschiissigem Ammoniak in allen in der Tabelle 34 mitge- 
teilten Versuchen berechnet, ebenso wie in ein paar anderen 
dafiir geeigneten Versuchen, bei welchen das analytische Ver- 
fahren indessen nicht hinlanglich genau war, um den Faktor r 
aus den Ergebnissen zu berechnen. Die Resultate dieser Be- 
rechnungen sind in der Tabelle 36 zusammengestellt worden. 

Die ersten 14 Versuchsnummern entsprechen denselben 
Nummern der Tabelle 34. Der zweite, dritte und vierte Stab 
der Tabelle enthalten Erlauterungen tiber die Zusammensetzung 
und Wasserstoffionenkonzentration des Filtrats, wahrend die 
vier letzten Stabe den fiir die Krystalle berechneten Gehalt 
an Schwefelsiure oder Ammoniak im Uberschu8 enthalten. 
Die Figur 17 gibt diese Resultate in graphischer Form wieder, 
indem die Wasserstoffionenkonzentration, h, als Abszisse und 
der Wert von m (letzter Stab der Tabelle 36) als Ordinate 
fungieren. 

Durch die solcherma8en festgelegten Punkte ist eine Kurve 
gezeichnet, welche demnach die Abhiangigkeit des Gehalts der 
ausgeschiedenen Krystalle an Uberschu8 von Schwefelsdure 
oder Ammoniak von der Wasserstoffionenkonzentration der 
Mutterlauge (des Filtrats) versinnlicht. Es ist zwar hodchst 
wahrscheinlich, da& auch andere Faktoren als die Wasserstoff- 
ionenkonzentration des Filtrats, z. B. die Ammoniumsulfatkon- 
zentration desselben in der hier erwahnten Beziehung von 
Bedeutung sind, es geht aber aus den Versuchsergebnissen 
deutlich hervor, daB die Wasserstoffionenkonzentration weit der 
wichtigste Faktor ist, und wir haben es deshalb nicht in Bedacht 
gezogen, alle Versuchsresultate durch eine gemeinsame Kurve 


wiederzugeben. 
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Tabelle 36. 


Der Gehali der Krystalle an Schwefelsiure oder Ammoniak 
in Uberschuf. 


aD 


| ne 
Gehalt an Die Krystalle enthalten m ccm /1000 


' 

| 

| | 

Ammo- | | 
| 


ee ee a ‘ 
| — niumsul- | Wasser- | Schwefelséure (-+-) oder Ammoniak ( =) 
| stickstofi in Uberschuf pro Milligramm-Aquiva- 


 fat-Aqui- |stoffionen-, 
valent- | konzen- | 
konzen- | tration, h! aie: 8) 


Ter- |- pees 
Ver- lin Milligr.- 
suchs- | Aquival., 


lent Proteinstickstoff 








©, ‘ — 
mum | 100 cem | Aton, ¢| | | | | 
mer | | | | | | a 
| OE Neigh ie, Probe I | Probe II | Probe III |Mittel von 
des Filtrats | 
| € | ¢ | h x 10° m | m ! m | m 
1 {| 1832 | 3,78 1518 | + 046] + 1,20/ + 1,11 | + 0,92 
2 24 3.77 | 1102 | + 144) + 108) + 1,01! + 1,18 
3 | 122 | 390 | 1148 | + 163! + 154! + 1,59] + 159 
4 | 1,30 390 | 1206 | + 1,84] + 1,54) + 146] + 145 
5! 452 | 374 | 1137 | + 051/ + 061] + 0,72] + 06: 
6 | 274 | 378 | 1245 | + 1,00! + 1,22) + 1,39} + 1,20 
7/ 303 | 383 | 1246 | + 078! + 054! + 0,79| = 070 
s/ 199 | 378 | 11,97 | + 053| + 015! + 048] + 027 
9; 276 | 3,76 | 1204 | + 003| + 013] + 0,23] ~ 0,13 
10. 32.47 3,22 | 1000 | + 4,76) + 4,75 | + 4,76 | 4,76 
11 877 | 3,52 | 9,78 | + 658 | + 656) + 651! + 6,58 
122 «633 | 443 | 829 | +1092! +1036/ — | +1029 
3/ 991 | 349 | 1057 |- 278/ + 2.79) + 2,78] + 9,78 
14) 440 | 351 | 3x98 | + 14,19 | $14.25 | 414,14 | + 14.19 
15 «118 | 3,89 1185 | + 1538) + 144] + 1,77] + 1,58 
161.63 | 388 | 11,45 | + 169) + 096] + 1,25/ + 1,30 


17 | 421 | 3,48 27,29 | + 863; + 859! + 859/ + 8.60 
18; 610 | 349 |; 17,34 ; + 2,66] + 268| + 263] + 266 


Aus Figur 17 geht hervor, daB nur, wenn die Mutter- 
lauge eine Wasserstoffionenkonzentration von etwa 
13 X 10° besitzt, die ausgeschiedenen Eieralbu- 
minkrystalle weder Schwefelsiure noch Ammoniak 
in Uberschuf enthalten werden. Bei héheren Wasser- 





mM IN Cem 2B/;Q00 
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stoffionenkonzentrationen als ca. 13 X 10>* werden 
die Krystalle Schwefelsaure, und bei niedrigeren 
Ammoniak enthalten und um so mehr von diesen 
Stoffen, je héher beziehungsweise je niedriger die 
Wasserstoffionenkonzentration ist. 


Vergleicht man die Kurve der Figur 17 mit denjenigen 
der Figur 10, so sieht man beim ersten Blick, daf man es 
in beiden Fallen. mit Kurven von ungefahr derselben Form zu 
tun hat. Da nun die Kurven der Figur 10 die Abhangigkeit 
zwischen der Wasserstoffionenkonzentration einerseits und der 
vom gelésten Eihydrat gebundenen tiberschitissigen Menge Schwe- 
felsiure oder Ammoniak andererseits versinnlichen, wihrend 
die Kurve der Figur 17 die Abhangigkeit der durch das aus- 
krystallisierte Eieralbumin gebundenen iiberschiissigen Menge 
Schwefelsiiure oder Ammoniak von der Wasserstoffionenkon- 
zentration zeigt, so liegt die Folgerung nahe, dai das Aus- 
krystallisieren nur bedeutet, daf die disperse Phase sich in 
fester Form ausscheidet mit derselben Zusammensetzung oder 
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jedenfalls mit demselben Gehalt an Schwefelsiure oder Ammo- 
niak in Uberschu8, wie sie schon in der Lésung besitzt, und 
zwar ist diese Folgerung auch im grofen und ganzen richtig, 
ein naherer Vergleich der betreffenden Kurven zeigt aber doch, 
daB die Sachlage nicht ganz so einfach ist. 

In der Tabelle 37 haben wir die einer Reihe Werten 
von h entsprechenden Werte sowohl von m (an Figur 17 ab- 
gelesen) als von b (zum Teil direkt an Figur 10, Kurve IV, 
c = 2,817 n entsprechend, abgelesen, zum Teil, fir c = 3,7 
— 3,8n, durch graphisches Extrapolieren mittels Figur 10 
geschatzt) zusammengestellt. 


Tabelle 37. 





| Die iiberschiissige von einem Milligramm-Aqui- 
_ valent Proteinstickstoff gebundene Menge Schwe- 
felsiure (-+-) oder Ammoniak (=) in ccm "/1000 


Wasserstoffionen- | 


konzentration. h. in der dispersen Phase einer 


der Mutterlauge oder | sii ammoniumsulfathaltigen Eier- 
| in den 
( | albuminlésun 
der Lisung | Krystallen . 
| 


| 











m b 
| (Figur 17) : (Figur 10, Extra- 
| (Figur 10, Kurve polation; 

h x 10° | PRR ee RPT) ac ea ae 
10 | +45 | +60 | + 63 
13,1 | 0 —s a 
15 | + 14 | + 06 | + 0,65 
15,6 | +18 | 0 | 0 
20 + 45 | + 38 | + 4,0 
25 te 2 ke SE | + 7,95 
30 —: a” ee 
35 | +126 | +181 | +-13,7 


Da die durchschnittliche Ammoniumsulfatkonzentration, c, 
der Mutterlauge von den in der Tabelle 36 zusammengestellten 
Krystallisationen 3,7—3,8 n ist, so wird es von besonderem 
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Interesse sein, die fiir diese Ammoniumsulfatkonzentration ge- 
fundenen Werte von b (Tabelle 37, letzter senkrechter Stab) 
mit den entsprechenden von m (Tabelle 37, zweiter Stab) zu 
vergleichen. Bei einem solchen Vergleich mufi man sich in- 
dessen wohl erinnern, dai die Werte des b, mit Vorzeichen 
cerechnet — wie es in der vorhergehenden Abhandlung!) aus- 
fiihrlich dargetan ist — immer zu niedrig sind, und daf der 
Fehler desto gréfer ist, je mehr b sich 0 nahert. Die im 
letzten Stab der Tabelle 37 aufgefiihrten Zahlengréfen sind 
deshalb mit einer Korrektion zu versehen, die immer positiv 
ist, und am grOBten in der Nahe von 0. Dieses stimmt auch 
damit iiberein, daB das Eieralbumin wie jeder Ampholyt bei 
isoelektrischer Reaktion Saure gebunden hat?) derart, da das 
korrigierte b fiir h = 15—16 x« 10° positiv sein mu8. Wird 
eine solche Korrektion an b im letzten Stab der Tabelle 37 
angebracht, so ersieht man, dafi der Nullpunkt in der Reihe 
aufwirts riickt, sodaf er bei einer ahnlichen Wasserstoffionen- 
konzentration wie m fallen wird, wiéhrend die numerischen 
Werte des b auf beiden Seiten des Nullpunkts, etwa 13 « 10°, 
hoher sind als die entprechenden Werte des m. 

Wir k6énnen jetzt dem oben erwihnten Satz eine er- 
schopfendere Form geben: Bei einer Wasserstoffionen- 
konzentration von ca. 13 x 10-8 wird das Eihydrat 
in der Losung vor der Krystallisation weder Schwe- 
felsiure noch Ammoniak in UberschuB enthalten, und 
dasselbe wird mit den bei dieser Wasserstoffionen- 
konzentration ausgeschiedenen Krystallen der Fall 
sein. Etwas anders liegt die Sache, wenn die Wasser- 
stoffionenkonzentration wesentlich héher oder nie- 
driger als etwa 13 X 10~® ist, indem die bei héheren 
Wasserstoffionenkonzentrationen ausgeschiedenen 
Krystalle ein bifchen weniger tiberschiissige Schwe- 
felsiure als das Eihydrat vor dem Kystallisieren ent- 
halten, wihrend die bei niedrigeren Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen ausgeschiedenen Krystalle ein 


‘) Diese Zeitschr., Bd. 103, S. 104 (1918). 
*) Diese Zeitschr., Bd. 103, S. 104, Abschn. B, C, D (1918). 
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biBchen weniger tiberschiissiges Ammoniak enthalten, 
als das Eihydrat vor der Krystallisation. 

Im grofen und ganzen muf man indessen damit rech- 
nen, dafi das Eihydrat mit weit dem wesentlichsten Teil des 
Uberschusses an Schwefelsiure oder Ammoniak, welchen es 
vor der Krystallisation enthalt, auskrystallisiert,!) und daher 
kommt es, daB Hopkins’ und Pinkus’ auch von uns ange- 
wandte Verfahren?) zur Darstelluag krystallisierten Kieralbumins 
Produkte gibt, welche selbst nach wiederholten Umkrystalli- 
sationen wechselnde Mengen von Schwefelsiure oder Ammoniak 
enthalten. Es mufi nimlich gewissermafen geschitzt werden, 
wieviel Schwefelséure bei der ersten Krystallisation zugesetzt 
werden muf, aber hieraus folgt wieder, da{ die Wasserstoff- 
ionenkonzentration und damit die vom Eihydrat gebundene 
Menge von Schwefelsiure oder Ammoniak in UberschuB nicht 
immer bei der ersten Krystallisation des Eihydrats dieselbe 





‘) In gutem Einklang damit findet man auch, dafs die Wasserstoff- 
ionenkonzentration sich wahrend der Krystallisation nur wenig dndert. 
Wir haben der Untersuchung dieser Frage eine Reihe von Versuchen 
gewidmet, bei welchen wir die Eieralbuminlésung mit angemessenen 
Mengen von Schwefelséure oder Ammoniak und danach mit Ammonium- 
sulfat bis zur bleibenden Unklarheit versetzt haben. Sodann haben wir 
filtriert und das klare Filtrat mit einem Tropfen Impfungsmaterial ver- 
setzt, wonichst wir die Lésung in das Elektrodengefafi gebracht und die 
Wasserstoffionenkonzentration sowohl sofort als auch zu wiederholten 
Malen wihrend des Krystallisierens gemessen haben. Als Beispiele der 
Versuchsresultate kénnen angefiihrt werden: 





h x 10° 
sofort nach reichlicher Krystallisation 
43,7 43,3 
28,2 27,7 
19,9 18,3 
16,2 14,4 
8,9 6,9 
4,0 2,9. 
Die Zahlen zeigen, daB die Wasserstoffionenkonzentration wahrend der 
Krystallisation ein wenig kleiner wird, und diese Abnahme ist, — wie 
nach dem oben angefiihrten zu erwarten war — verhialtnismafig am 


grofiten bei den kleineren Wasserstoffionenkonzentrationen. 
*) Diese Zeitschr., Bd. 103, S. 15 (1918). 
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ist. Da nun Eihydratkrystalle mit z. B. viel tberschiissiger 
Schwefelséure eine Lésung mit groBer Wasserstoffionenkon- 
zentration geben werden, aus welcher das Eihydrat sich bei 
der Umkrystallisation wieder mit einem reichlichen Gehalt an 
iiberschiissiger Schwefelséure ausscheidet, so ist leicht zu ver- 
stehen, dai selbst wiederholte Umkrystallisationen nur zum 
Teil die Verschiedenheiten auszugleichen vermégen, welche 
von den nicht immer identischen Bedingungen der ersten Kry- 
stallisation stammen. 

Um dies naher zu beleuchten, werden wir nur ein paar 
ganz einfache Versuche mitteilen. 


Bei den Versuchen Nr. 13, 14, 17 und 18 (Tabelle 34) wurden die 
nach der Probenahme zuriickbleibenden Reste des Niederschlags mit einer 
Ammoniumsulfatlésung gewaschen, deren Konzentration in der gewéhn- 
lichen Weise') bestimmt wurde, und die keinen Uberschuf weder von 
Schwefelséure noch von Ammoniak enthielt. Danach wurden die Nieder- 
schlige jeder fiir sich in Wasser gelést, und aus den Lésungen das Ei- 
hiydrat wieder durch Zusatz von Ammoniumsulfat ausgeschieden. Nach 
einigen Tagen wurde filtriert, die Niederschlage gewaschen und geldést 
und die Krystallisation zum drittenmal wiederholt. In den solchermafen 
erhaltenen Mutterlaugen gab die Messung der Wasserstoffionenkonzen- 
tration die unten angefiihrten Resultate, welche des Vergleichs wegen 
mit der Wasserstoffionenkonzentration der Filtrate von der ersten Kry- 
stallisation (s. Tabelle 34) zusammengestellt sind: 


hx 10° 





Erste Mutterlauge. Dritte Mutterlauge. 


Nr. 13 10,57 10,38 

18 17,34 15,71 

17 27,29 24,16 

14 38,28 31,77 
Die Versuche mit den kleinen Konzentrationen der Wasserstoff- 
ionen zeigen somit keine oder nur eine kleine Verschiebung von der 
ersten zu der dritten Mutterlauge, wogegen die Versuche mit hoher 
Wasserstoffionenkonzentration eine deutliche Abnahme dieser von der 
ersten zu der dritten Krystallisation zeigen. Anderseits zeigen die 
Zahlen ebenso unverkennbar, dafs die Krystalle des Versuchs 14 gewil 
viele Male umkrystallisiert werden mufiten, wenn es gelingen sollte, den 
grofen Gehalt an iiberschiissiger Schwefelsiure auf diesem Wege zu 

beseitigen. 


') Diese Zeitschr., Bd. 103, S. 57 u. f. (1918). 
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C. Enthalt krystallisiertes Eieralbumin Ammoniumsulfat ? 


Es ist schon in der Einleitung (s. S. 214) erwihnt, dab 
F. Gowland Hopkins?) eine gesitligte Lésung von Natrium- 
chlorid in 1-prozentiger Essigsiiure benutzt hat, um Eieralbumin- 
krystalle von anhaftender Mutterlauge zu befreien, und daf 
es ihm durch ein solches vielmals wiederholtes Waschen ge- 
lungen ist, jede Spur von Schwefelsiiure zu beseitigen, ohne 
dafi die Krystalle dadurch ein anderes Aussehen zu bekommen 
schienen. Hopkins meint hieraus folgern zu kénnen, dafi die 
Krystalle wahrscheinlich nur aus Eieralbumin bestehen und 
kein Ammoniumsulfat enthalten. Wir werden in diesem Ab- 
schnitt eine Reihe dhnlicher Versuche erwiihnen, welche wir, 
um dieser Frage etwas naher zu treten, ausgefiihrt haben. 

Als Versuchsmaterial dienten Kieralbuminkrystalle, welche 
aus verdiinuten LOsungen vollig gereinigten Eieralbumins durch 
langsames Krystallisieren waihrend 3—4 Wochen dargestellt 
waren, indem tiiglich kleine Mengen gesittigter Ammonium- 
sulfatldsung unter gutem Riihren der Fiissigkeit zugefigt 
wurden. Diese langsame Krystallisation ermdglichte es, so 
grofe und wohlausgebildete Krystalle zu erhalten, da eine 
durch das Waschen mit Kochsalzlésung hervorgerufene Ande- 
rung der Form oder des Aussehens unter dem Mikroskop leicht 
wahrgenommen werden konnte. 

Zu den verschiedenen Versuchen wurde Material ange- 
wandt, welches bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzen- 
trationen (von 8-10~® bis 28-10~° variierend) auskrystal- 
lisiert war. Wir erreichten dadurch, mit Material zu arbeiten, 
von dem wir, wie im vorigen Abschnitt nachgewiesen, wubten, 
dag es — davon abgesehen, ob Ammoniumsulfat darin 
einging oder nicht — wthberschiissiges Ammoniak enthielt, 
wenn es bei niedriger Wasserstoffionenkonzentration auskry- 
stallisiert war, und iiberschtissige Schwefelsiiure im entgegen- 
gesetzten Fall, wahrend nur diejenigen Proben, welche bei 
etwa 13-10~° krystallisiert waren, weder das eine noch die 
andere enthielt. 





) Journal of Physiol, Bd. 25, S. 320 (1900). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CII. 17 





244 S. P. L. Sérensen u. Margrethe Héyrup, 


Stellte es sich jetzt heraus, daf eine Probe Eieralbumin, 
die ohne Uberschu8 von Schwefelsiure oder Ammoniak aus- 
krystallisiert war, beim Waschen nach Hopkins mit essig- 
saurer, gesattigter Natriumchloridl6sung ein Produkt gab, welches 
wesentlich dasselbe Aussehen nach wie vor dem Auswaschen 
zeigte, und schwefelsdéure- und ammoniakfrei war, dann lieB 
sich daraus nur die schon von Hopkins gezogene Folgerung 
ziehen, daB es sich wahrscheinlich nur um ein Weg- 
waschen von Mutterlauge handelte, nicht aber um ein Aus- 
waschen eigentlicher Bestandteile der Krystalle. Es ist dies 
indessen, wie auch Hopkins bemerkt, nur eine wahrschein- 
liche und annehmbare Erklarung des Versuchsergebnisses, ein 
- direkter Beweis der Richtigkeit dieser Erklaérung liegt nicht vor. 

Einen solchen Beweis ftir oder gegen dieselbe haben wir 
geglaubt dadurch erbringen zu kénnen, daf wir zu gleicher 
Zeit Krystalle ohne und solche mit Uberschuf& von Schwefel- 
siure oder Ammoniak auswuschen. Ware die Anschauung 
Hopkins’ stichhaltig, und ware es also méglich, die Mutter- 
lauge vollig zu beseitigen, ohne die Zusammensetzung der 
Krystalle zu andern, dann muften auch Krystalle mit Uberschu8 
an Schwefelsiure oder Ammoniak dieselbe Zusammensetzung 
nach dem Waschen wie vor demselben besitzen. 

Die von uns gemachten Versuche haben jetzt das Resultat 
gegeben, daf siimtliche ausgewaschene Proben sich im wesent- 
lichen gleich verhalten haben, ganz unangesehen, ob das unter- 
suchte Material vor dem Waschen Uberschuf von Schwefelsiure 
oder von Ammoniak enthalten hat oder nicht. 

Unsere Versuchsresultate miissen deshalb dahin gedeutet 
werden, dafi es nicht méglich ist, aus derartigen Auswasch- 
versuchen sichere Folgerungen dariiber zu ziehen, ob die Kry- 
stalle Ammoniumsulfat enthalten oder nicht. Zur naheren 
Erliuterung der Frage werden wir die Einzelheiten ein paar 
unserer diesbeziiglichen Versuche mitteilen, aus welchen unter 
anderen auch die GrdSenordnung der Mengen, mit welchen 
wir gearbeitet haben, hervorgehen wird. 


Versuch 8. Eine verdiinnte Lésung von sechsmal umkrystalli- 
siertem Eieralbumin wurde mit ein wenig verdiinnter Schwefelséure und 


~ 
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sodann — in taglichen Portionen 4 5—10 ccm — mit gesattigter Ammo- 
niumsulfatlésung versetzt. Das dadurch im Laufe von vier Wochen bei 
Zimmertemperatur auskrystallisierte Eieralbumin wurde abfiltriert, *) wo- 
nachst der Niederschlag aus dem Filter genommen und in einer grofen 
Schale mit 20—30 mal seines Volumens einer gesittigten Lésung von 
Natriumchlorid in 1-prozentiger Essigséure tibergossen wurde. In dieser 
Flissigkeit wurde der Niederschlag so schnell und so vollstandig wie 
méglich ausgeriihrt, dann wieder abfiltriert, und 8 mal mit der Natrium- 
chloridlésung gewaschen. In der zuletzt durchgelaufenen Waschlliissigkeit 
lief§ sich kein Sulfat mittels Baryumchlorid nachweisen. Der Niederschlag 
wurde dann aufs neue vom Filter genommen, in einer reichlichen Menge 
Natriumchloridlésung ausgeriihrt, wieder abfiltriert und 3 mal gewaschen, 
und dann nochmals vom Filter genommen in der Natriumchloridlisung 
ausgerthrt, abfiltriert und 3 mal gewaschen. 

Der in dieser Weise gewaschene Niederschlag wurde mit Wasser 
hehandelt, wodurch ein Teil in Lésung ging, wadhrend ein anderer Teil, 
welcher offenscheinlich denaturiert war oder wahrend des Lésungspro- 
zesses denaturiert wurde, ungelést blieb. Die Liésung mit dem aufge- 
schlammten denaturierten Niederschlag wurde auf 500 ccm erginzt, 
2 X 100 ccm hiervon fiir die Schwefelsiurebestimmung, 2 X 100 ccm fiir 
die Ammoniakbestimmung und der Rest fiir die Bestimmung von Protein- 
stickstoff und Chlor verwendet. Die Absicht dieser letzten Bestimmung 
war, die gegenwiarlige Menge der zum Waschen benutzten Kochsalzlésung 
zu ermitteln, indem dieselbe zwar schwefelsdurefrei war, aber einen ganz 
kleinen, bekannten Ammoniakgehalt besaB, welcher letztere bei der Be- 
stimmung der Ammoniakmenge in den 2 X 100 ccm Lésung mit aufge- 
schlimmtem Niederschlage mit in Rechnung gezogen werden mubte. 

Die Bestimmung des Proteinstickstoffs ergab, dafi 100 ccm 
Lésung mit aufgeschlammtem Niederschlage 841 mg oder ca. 60 Milli- 
gramm-Aquivalente Proteinstickstoff enthielten. 

Die Schwefelsiurebestimmung wurde auf die in einer friheren Ab- 
handlung *) beschriebene Weise ausgefihrt und ergab, daB in 100 ccm 
Lésung mit aufgeschlammtem Niederschlag Schwefelsadure 
nicht nachzuweisen war. Da man nun mittels dieser Probe eine 
Schwefelsiuremenge von 3 ccm ®/1000 oder mehr (1. c. S. 40) nachzuweisen 





1) Eine Analyse des Filtrats ergab, dafs 100 ccm Filtrat 67,3 mg 
Proteinstickstoff und 4,830 g Ammoniakstickstoff enthielten, und dah 
— was hier von besonderem Interesse ist — die Wasserstoffionenkon- 
zentration 24 X 10~° betrug, Py: = 4,62 entsprechend. Das bei dieser 
Wasserstoffionenkonzentration auskrystallisierte Eieralbumin hat, wie es 
aus Fig. 17 (s. S. 238) hervorgeht, etwa 6,8 ccm 4/1000 tiberschiissige Schwe- 
felsiure pro Milligramm-Aquivalent Proteinstickstoff gebunden. 

*) Diese Zeitschr., Bd. 103, S. 39 (1918). 
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imstande ist, und da die zur Probe angewandte Menge Eieralbumin, die 
60 Milligramm-Aquivalenten Proteinstickstoff entsprechen, vor dem Aus- 
waschen mit der Kochsalzlésung — laut dem oben Angefiihrten (s. S. 245 
Bemerkung unter dem Texte) — 60-6,8 = 408 ccm %/1000 tiberschiissige 
Schwefelsiure enthalten hat, so ist es aufier Zweifel gestellt, dafi die 
Krystalle in diesem Fall Schwefelséure wahrend des Waschens abge- 
geben haben. 

Die Bestimmung des Ammoniaks geschah nach dem in einer 
friiheren Abhandlung‘) beschriebenen Verfahren, indem die Methode ¢g 
angewandt und das Ammoniak nach Nefler bestimmt wurde. Es fand 
sich in 100 ccm Lésung mit aufgeschlimmten Niederschlage 0,15 mg 
Ammoniakstickstoff, und da die gegenwartige Menge Kochsalzlisung 
0.02 mg Ammoniakstickstoff entsprach, so wurde demgem&f, 0,13 mg 
Ammoniakstickstoff fiir 60 Milligramm-Aquivalente oder ca. 
0,0022 mg pro Milligramm-Aquivalent Proteinstickstoff ge- 
funden. Wovon diese kleine Menge Ammoniak kommt, das wissen wir 
nicht, wir sind aber nicht geneigt zu meinen, daf wir es mit Ammoniak 
zu tun haben, welches mit dem Eieralbumin auskrystallisiert und an 
dasselbe so fest gebunden ist, dafs es nicht einmal durch Waschen mit 
der sauren Natriumchloridlésung méglich gewesen ist, dasselbe zu be- 
seitigen. Eher wiirden wir annehmen, daf bei der Koagulation des Eier- 
albumins wahrend der Analyse eine Ammoniakbildung stattfindet. Wir 
haben diese Frage in einer friiheren Abhandlung*) gestreift und werden 
spater darauf zuriickkommen; hier mdégen wir nur als einen Fingerzeig in 
dieselbe Richtung anfiihren, daf wir in allen unseren derartigen Ver- 
suchen solche kleinen Ammoniakmengen, von derselben Gréfenordnung 
wie oben, gefunden haben, unangesehen der Wasserstoffionenkonzentration, 
bei welcher das auszuwaschende Eieralbumin auskrystallisiert war. So 
fanden wir: 

Im Versuch Nr. 7, wo das Eieralbumin bei einer Wasserstoff- 
ionenkonzentration von 16,6-10~° auskrystallisiert war, nach Aus- 
waschen, Lisen und Koagulieren wie oben 0,0027 mg Ammoniakstickstoff 
pro Milligramm-Aquivalent Proteinstickstoff, waihrend wir 

im Versuch Nr. 9, wo das Eieralbumin bei einer Wasserstoffionen- 
konzentration von 8,1-10~° auskrystallisiert war, in derselben Weise 
0,0024 mg Ammoniakstickstoff pro Milligramm-Aquivalent Proteinstick- 
stoff fanden. 

Schlieflich méchten wir anfiihren, daf wir im Versuch Nr. 9 einen 
Teil des ausgewaschenen Niederschlags in einer anderen Weise behan- 
delten, indem das Eieralbumin nicht durch Lésen mit nachfolgender Er- 
hitzung, sondern dagegen durch Behandlung mit einer reichlichen Menge 
starkem Alkohol denaturiert wurde. Nach Stehenlassen bis zum nachsten 


‘) Diese Zeitschr., Bd. 103, S. 64 (1918). 
*) Diese Zeitschr., Bd. 103, S. 70 und 71 (1918). 
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Tag wurde filtriert, und das denaturierte Eieralbumin mit Wasser ge- 
waschen. Aus dem erhaltenen Filtrat und Waschwasser wurde der Alkohol 
nach Zugabe von ein wenig Salzsdure abdestiliert, und sodann ein Teil des 
Riickstands fiir die Schwefelsiureprobe, die negaiiv ausfiel, und ein an- 
derer Teil fiir die Ammoniakbestimmung verwendet; letzlere gab 0,0018mg 
Ammoniakstickstoff pro Milligramm-Aquivalent Proteinstickstoff. 

Diese Versuche sowie eine Reihe dahnliche, deren Einzel- 
heiten es nicht vonn6ten ist anzufiihren, zeigen, erstens, dab 
krystallisiertes Eieralbumin nach Auswaschen mit einer nach 
Hopkins dargestellten Natriumchloridlésung nachweisbare 
Schwefelsiiuremengen nicht enthalt, auch dann nicht, wenn 
es unter solchen Umstinden auskrystallysiert ist, dab die Kry- 
stalle vor dem Waschen reichliche Schwefelsduremengen ent- 
halten. Zweitens ersieht man, daf die kleine Ammoniakmenge, 
welche wir immer bei der Untersuchung des ausgewaschenen 
krystallisierten Kieralbumins gefunden haben, immer von der- 
selben Gréfenordnung und zwar gleich ca. 0,002 mg Ammoniak- 
sticktoff pro Milligramm-Aquivalent Proteinstickstoff ist, unan- 
gesehen ob das Eieralbumin mit tiberschiissigem Ammoniak 
oder ohne einen solchen Uberschu8 auskrystallisiert ist. Das 
bei der Analyse gefundene Ammoniak kommt deshalb wahr- 
scheinlich nicht von Ammoniak oder Ammoniumsulfat, welches 
mit dem Eieralbumin auskrystallisiert und mit demselben fest 
verbunden gewesen ist, sondern ist wahrscheinlich durch die 
Denaturierung des Eieralbumins gebildet worden. 

Es ist deshalb als bewiesen zu erachten, daf 
Schwefelséiure oder Ammoniak, welche mit dem Eier- 
albumin auskrystallisiert sind, mit einer gesattigten 
Lésung von Natriumchlorid in 1-prozentiger Essigsaure 
ausgewaschen werden kénnen, und man darf deshalb 
aus derartigen Auswaschungsversuchen keine Folge- 
rungen dariiber ziehen, inwieweit das auskrystalli- 
sierte KieralbuminAmmoniumsulfat enthalt oder nicht. 


Nachdem wir, wie oben erwaéhnt, nachgewiesen hatten, 
daB die Eieralbuminkrystalle durch Waschen nach Hopkins 
Schwefelsaure oder Ammoniak abgeben kénnen, war die Frage 
naheliegend, ob auch der Wassergehalt der Krysitalle durch 
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das Waschen geandert wurde oder nicht. Zur Beantwortung 
dieser Frage haben wir den unten beschriebenen Versuch 
angestellt. 

Eine gréfBere Menge!) des im Versuch Nr. 7 angewandten 
Niederschlags, welcher bei einer Wasserstoffionenkonzentration 
von 16,6 -10~° auskrystallisiert und sodann nach Hopkins 
ausgewaschen war, wurde nach dem Auswaschen mit 700 ccm 
der essigsauren, gesittigten Natriumchloridlésung, welche mit 
2 Gramm-Aquivalenten Ammoniumnitrat (160 g) per Liter?) ver- 
setzt war, verriihrt. Nach zweitégigem Stehenlassen unter 
wiederholtem Umschiitteln in einem geschlossenen Kolben wurde 
filtriert, und der Ammoniak- und Proteinstickstoff in abge- 
wogenen Proben vom Filtrat und vom Niederschlag mit an- 
haftender Mutterlauge ganz in derselben Weise, wie es friiher 
(siehe S. 218) eingehend beschrieben worden ist, bestimmt. 
(Versuch [.) 

Gleichzeitig damit und in ganz analoger Weise wurde 
Versuch II ausgefiihrt, bei welchem eine entsprechende Menge 
des im Versuch Nr. 7 angewandten, ausgewaschenen Nieder- 
schlags mit 700 cem von Hopkins’ Waschfliissigkeit verriihrt 
wurde, nachdem letztere erst mit 4 Gramm-Aquivalenten (320 g) 
Ammoniumnitrat per Liter versetzt worden war. 

Die Analysenresultate der beiden Versuche sind in der 
Tabelle 38 zusammengestellt. 

Tabelle 38 zeigt, daB r, was den ausgewaschenen Nieder- 
schlag betrifft, nur 6,9 ist, wahrend diese Gr6Be bei nicht 
ausgewaschenem krystallisierten Eieralbumin den Wert 7,86 
besitzt (siehe S, 223). Als nun r denjenigen Faktor bedeutet, 
mil welchem das Gewicht des Proteinstickstoffs multipliziert 
werden muf, um das Gewicht des Eihydrats zu geben, so 


‘) Die spéter ausgefiithrten Analysen zeigten, daB sie ca. 2 g 
Proteinstickstoff enthielt. 

*) Auch ein sehr reichlicher Zusatz von Ammoniumnitrat zu 
Hopkins’ Waschflissigkeit gibt zu keinerlei Salzausscheidung AnlaB, 
und die Eieralbuminkrystalle sind, wie die spateren Analysen zeigen, in 
die Waschfliissigkeit, auch nach dem Zusatz des Ammoniumnitrats, prak- 
tisch gesprochen unldslich. 
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Tabelle 38. 
100 ¢ Filtrat 100 g Nieders:hlag mit 
y pads nines anhaftender Mutterlauge Mittel 
ail enthielten 100 (ay > ap) 
suchs- ; = ys — 7 - . von 
nummer ao N rei Marke AON yee af Phv 4p - Pr x 
in g 6 der in g 6 
(ay) (ps) | Probe; (a,) (P,) 
I 1,4831 | 2,1941 6,886 
I 1,7471 | 0,0004 II 1,4797 | 2.2060 6,939 | am 
Ill 1,4840 | 2,1926 6,869 
I 2,7985 | 2,1432 6,908 
II 3,2846 | 0,0001 I] 2,7918 | 2.1771 6,899 an 
Ill 2,7910 | 2.1789 6,891 | 




















zeigt der gefundene, niedrige Wert von r, daf der Niederschlag 
nach dem Waschen weniger Wasser als vor demselben ent- 
halt. Es ist demnach auch in dieser Beziehung eine Anderung 
in der Zusammensetzung des Niederschlags wahrend des 
Waschens eingetreten, es ist aber aus dem beschriebenen 
Versuch nicht zu ersehen, ob es der Niederschlag als ein 
ganzer ist, welcher einen Teil seines Wassers wahrend des 
Waschens abgegeben hat, oder ob es nur ein Teil des Nieder- 
schlags ist, welcher seinen ganzen oder den groften Teil seines 
Wassergehalts abgegeben hat, wahrend der tibrige Teil unver- 
andert geblieben ist. Wir sind vielmehr geneigt, letzterer Auf- 
fassung beizupflichten, indem der Niederschlag nach dem Aus- 
waschen nicht in Wasser klar léslich ist, sondern einen Teil 
des Kieralbumins in denaturierter, unloslicher Form hinterlaBt, 
und nach einigen orie-**srenden Versuchen, welche in einem 
anderen Zusammenhang Erwihnung finden, ist das Denaturieren 
des Eieralbumins von einem Verlust an Hydratwasser begleitet. 

Auch Hopkins hat die Bildung von denaturiertem Eier- 
albumin bei der Lésung der ausgewaschenen Krystalle in 
Wasser wahrgenommen, er betont aber ausdriicklich,!) dab 
die Krystalle nach dem Waschen vollstandig léslich gewesen 
sind, und daf der unldsliche Bodensatz erst nach und nach 
entsteht. Dieser letztere Teil von Hopkins’ Angabe steht 





) Lc. S. 320, 
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mit unseren Beobachtungen in vollem Einklang, auch wir haben 
gefunden, da die Menge des Unléslichen sich durch Stehen- 
lassen bedeutend vergr6fert,!) wir haben aber niemals einen 
ausgewaschenen Niederschlag, welcher nach dem Waschen eine 
volistandig klare wiisserige Lésung gab, unter den Hiinden ge- 
habt. Wir neigen deshalb zu der Meinung, daf di2 Denatu- 
rierung zum Teil wihrend des Waschens eingetreten ist, wah- 
rend das Ausflocken des denaturierten Albumins nach dem 
Lisungsprozeb erst allmihlich vor sich geht, weil die Wasser- 
stoffionenkonzentration der gebildeten Loésung viel gréfer ist 
als diejenige, welche dem optimalen Ausflockungspunkt des 
denaturierten Eieralbumins entspricht. Daf diese grofie Wasser- 
stoffionenkonzentration zugleich eine fortgesetzte Denaturierung 
fordert, das haben wir durch andere Versuche, welche in einer 
folgenden Abhandlung beschrieben werden, dargetan.?) 

Wenn wir auch durchaus bestrebt gewesen sind, das von 
Hopkins angegebene Auswaschverfahren zu befolgen, so ist 
es natiirlich méglich, dali Abweichungen zwischen seinem Ver- 
fahren und dem unsrigen auf einzelnen Punkten vorkommen 
kénnen; auch mag es sein, daf Serumalbumin, welches Hop- 
kins, insofern es aus seinen Mitteilungen zu ersehen ist, zu 
einigen seiner Versuche benutzt hat, sich anders verhalt als 
das Kieralbumin. Wir haben jedenfalls, wie es aus dem vorher- 
gehenden erhellt, gefunden, dafi die Zusammensetzung der 
Krystalle wihrend des Waschens verandert wird, und wie man 
es an Figur 18 und 19 sieht, welche einige von Herrn Dr. 
O. Winge gemachte Mikrophotographien von Krystallen vor (a) 
und nach (b) dem Waschen darstellen, ist auch nicht das 
Aussehen der Krystalle vom Waschen unangegriffen geblieben. 
Mit bloBen Augen ist aber diese Anderung nicht sichtbar, und 
wir kénnen Hopkins’ Aussage ganz bestatigen, wenn er sagt: 


‘) In einer solchen Mischung von Lésung und Niederschlag, welche 
wiihrend einer Woche gestanden hatte, fanden wir somit bei einer quanti- 
tativen Bestimmung der Menge sowohl des denaturierten als auch des 
nicht denaturierten Eieralbumins, daB nicht weniger als 48°/o der ganzen 
Menge Proteinstickstoff in der Form denaturierten Eieralbumins vorlag. 

*) Vgl. auch Harriette Chick und C. J. Martin, Journal of 
Physiologie, Bd. 40, 3. 404 (1910), Bd. 43, S. 1 (1911). 
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(1. c. p. 320) ,,the fine silky lustre of the crystaline precipitate 
which is seen when it is suspended in the medium and stirred, 
is still observable when the last trace of sulphate has been 
washed away”. 

Wir meinen dann aus den im vorhergehenden beschriebenen 
Versuchen nur die schon oben (S. 247) genannte Folgerung ziehen 
zu dirfen, dai es nicht méglich ist, durch Auswaschungs- 
versuche nach dem Hopkins’schen Verfahren zu ent- 
scheiden, ob das krystallisierte Eieralbumin Ammo- 
niumsulfat als integrierenden Bestandteil enthilt 
oder nicht. 


Nach den oben erwahnten, gewissermafien negativen Ver- 
suchsergebnissen ergibt sich die Frage, ob es nicht auf anderem 
Wege moglich sein solle, tiber das besprochene Verhiltnis Klar- 
heit zu erlangen. \Wir gestehen sofort, dafS es uns nicht ge- 
lungen ist, einen entscheidenden Beweis in der einen oder der 
anderen Richtung zu erbringen, es will uns aber doch scheinen, 
dafi das Resultat einiger Untersuchungen anderer Art, welches 
wir hier mit wenigen Worten erwahnen werden, am leichtesten 
verstindlich wird, wenn man annimmt, dai der auskrystalli- 
sierte Niederschlag Schwefelsiiure enthilt. 

Als einen Fingerzeig in diese Richtung kénnen wir an- 
fihren, dafi es nicht mdglich gewesen ist, das Eieralbumin 
mittels anderer Stoffe als Sulfate zum Krystallisieren zu bringen.') 
Hopkins schreibt,?) daB er viel Zeit einen solchen Stoff zu 
finden vergeudet hat, daf es ihm aber nicht gelungen ist, und 
ohne Zweifel haben viele andere Forscher dasselbe versucht. 
Auch wir haben eine Reihe Versuche mit vielen verschiedenen 
Salzen gemacht, aber nur bei der Anwendung von Sulfaten 
haben wir das Eieralbumin in krystallinischer Form bekommen, 
und immer mit denselben unter dem Mikroskop leicht kenn- 
baren Aussehen. Gleichwie E. G. Willcock*) haben auch 
wir das Magnesiumsulfat beim Krystallisieren des Eieralbumins 





1) Zusatz wihrend der Korrektur: Siehe die Nachschrift S. 216. 
*) 1c. S. 319. 
%) Journal of Physiologie, Bd. 37, S. 32 (1908). 
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brauchbar gefunden. Dagegen ist die Léslichkeit des Kalium- 
sulfats in Wasser so gering, daB selbst eine gesattigte Kalium- 
sulfatldsung bedeutende Mengen Eieralbumin zu lésen vermag, 
und betreffs des Natriumsulfats gilt dasselbe, wenn auch in 
weit kleinerem Mafstab. Benutzt man indessen eine gesattigte 
Lésung dieser beiden Sulfate, so gelingt die Krystallisation des 
Eieralbuminsulfats ebenso leicht, wie bei der Anwendung von 
Ammoniumsulfatldsungen. Wir haben deshalb auch ammonium- 
sulfatfreie Eieralbuminlésungen durch wiederholtes Krystalli- 
sieren und Waschen der Krystalle mit einer gesattigten Kalium- 
Natriumsulfatlésung erhalten kénnen. Bei einem solchen Ver- 
such, wo sechs mal mittels Ammoniumsulfats umkrystallisiertes 
Eieralbumin als Ausgangsmaterial diente, und wahrend dessen 
die vorwirtsschreitende Reinigung durch Analysen von Fil- 
traten, Waschfliissigkeiten und ,,Riickstanden‘‘!) verfolgt wurde, 
fanden wir, daf 92°/o der gesamten Menge Ammoniumsulfat 
durch das erste Krystallisieren und Waschen mittels der 
Kalium-Natriumsulfatlésung beseitigt wurden, bei der zweiten 
Krystallisation mit nachfolgendem Waschen wurden weiter 
6,6°/o weggeschaffen, und der Rest blieb in der Mutterlauge 
von der dritten Krystallisation. Der Niederschlag wurde noch 
dreimal umkrystallisiert und zwar konnte man in der Mutter- 
lauge von diesen Krystallisationen Ammoniak nachweisen, die 
Menge war aber nicht einmal !/20000 der urspriinglich gegen- 
wiirtigen. 

Wir kénnen noch hinzufiigen, daf§ wir bei der Analyse des sechs- 
mal mittels Kalium-Natriumsulfats umkrystallisierten Eieralbumins eine 
Ammoniakmenge fanden, welche 0,0019 mg Ammoniakstickstoff auf dem 
Milligramm-Aquivalent Proteinstickstoff entsprach. Es ist schon oben 
erwihnt (s. S. 246), daB wir geneigt sind zu meinen, daf diese kleine 
Ammoniakmenge durch die Koagulation des Eieralbumins wahrend der 
Analyse gebildet worden ist. 

Aus diesem Versuch ersieht man, daf das Eieralbumin 
sich ebenso leicht von Ammoniumsulfat als von Aschenbestand- 
teilen reinigen li®t,?) wie es in einer friiheren Abhandlung 
besprochen ist, und es handelt sich demzufolge hier gewiB nur 


') Diese Zeitschr., Bd. 103, S. 20 (1918). 
*) Diese Zeitschr., Bd. 103, S. 19 (1918). 
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um einen Ersatz einer Salzlésung durch eine andere. Die 
gebildeten Krystalle haben indessen in beiden Fiillen ganz das- 
selbe Aussehen sowohl makroskopisch als auch unter dem 
Mikroskop, und es ist deshalb héchst wahrscheinlich, daB sie 
in derselben oder doch in analoger Weise zusammengesetzt 
sind. Wir haben keine Bestimmung des Faktors, r, (s. S. 223) 
fiir die solchermafen gewonnenen Krystalle ausgefiihrt; da es 
uns aber nicht médglich gewesen ist, diese Krystalle 
ohne Anwendung von Sulfaten darzustellen, so will 
es uns wahrscheinlich scheinen anzunehmen, dab die 
Krystalle nicht aus reinem, wasserhaltigem Eieral- 
bumin bestehen, sondern auch noch die Sulfatgruppe 
SO, enthalten. 

Diese Annahme wird durch einige Untersuchungen ge- 
stiitzt, deren Einzelheiten erst in der folgenden Abhandlung 
erwihnt werden, deren Resultate aber hier kurz zu erwahnen 
sind, insofern als sie fiir die Beantwortung der hier behan- 
delten Frage von Belang sind. 

Unter den Faktoren, welche den Zustand des Gleichge- 
wichts zwischen dem auskrystallisierten Niederschlag und der 
umgebenden Mutterlauge bestimmen, ist die Wasserstoffionen- 
konzentration — wie es schon in einer friiheren Abhandlung') 
erwahnt ist — von wesentlicher Bedeutung. Wenn es beim 
Auskrystallisieren des Eieralbumins sich um die Krystallisation 
des Ampholyten selbst, des KEihydrats, ohne iiberschiissige 
Schwefelsiiure oder iiberschiissiges Ammoniak handelte, dann 
miufte man, wie es besonders von Michaelis”) hervorgehoben 
worden ist, erwarten, da das Krystallisationsoptimum bei 
einer dem isoelektrischen Punkte des Albumins entsprechenden 
Wasserstoffionenkonzentration zu finden war. Es zeigte sich 
aber, dafi dies nicht der Fall ist, indem der isoelektrische 
Punkt des Eieralbumins bei einer Wasserstoffionenkonzentration 
von 15,7- 10°, dem p,,. = 4,80 entsprechend, liegt, wahrend 
das Optimum der Krystallisation laut Untersuchungen, die in 





') Diese Zeitschr., Bd. 103, S. 25 u. f. (1918). 
*) Bioch. Zeitschr., Bd. 30, S. 143 (1910) und Bd. 47, S. 250 (1912). 


~ 


— L. Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration S. 44 (1914). 
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der folgenden Abhandlung erwahnt werden, bei einer Wasser- 
stoffionenkonzentration von 26—27-10-°, dem p,,. = 4,58 
liegt. Bei dieser Wasserstoffionenkonzentration auskrystallisiert 
enthilt indessen das Eieralbumin greifbare Mengen_ iiber- 
schiissiger Schwefelsiiure, welche, wie Figur 17 (s. S. 238) zeigt, 
etwa 8 ccm ®/1000-Schwefelsiiure auf ein Milligramm-Aquivalent 
Proteinstickstoff, somit 1 Aquivalent Schwefelsiiure auf 125 
Aquivalente Proteinstickstoff, betragen. Es kann deshalb kaum 
in Zweifel gestellt werden, daf es in diesem Fall, wo die 
Krystallisationsbedingungen am giinstigsten sind, ein Eieralbu- 
minsulfat auskrystallisiert, und es ist dann héchst wahrschein- 
lich, daf der auskrystallisierte Niederschlag immer schwefel- 
siiurehaltig ist. Dieses steht in keiner Weise im Gegensatz 
zu dem, was wir in einem friiheren Abschnitt tiber den Gehalt 
der Krystalle an Uberschu8 von Schwefelsiiure oder Ammoniak 
gefunden haben, und welches wir in Figur 17 (s. S. 238) gra- 
phisch wiedergegeben haben. 
Betrachtet man némlich den Schwefelsiuregehalt des 
beim Krystallisationsoptimum (26— 27 - 10°-°) auskrystallisierten 
Niederschlags als den normalen, so zeigt Figur 17, dali Nieder- 
schliige, welche bei Wasserstoffionenkonzentrationen grofer als 
die optimalen auskrystallisiert sind, etwas Schwefelsaure, 
wihrend bei schwiicheren Wasserstoffionenkonzentrationen aus- 
krystallisierte Niederschlige ein wenig Ammoniak mitgerissen 
haben. Weiler werden die in der folgenden Abhandlung er- 
wihnten Untersuchungen zeigen, daB diese Anderung der Zu- 
sammensetzung der Krystallmasse von einer Anderung der 
Léslichkeit begleitet ist, indem die beim Krystallisieren unter 
sonst identischen Bedingungen in der Lésung bleibende Menge 
Eihydrat mit der Entfernung von der optimalen Wasserstoff- 
ionenkonzentration stark ansteigt, gleichgiiltig in welcher Rich- 
tung diese Entfernung stattfindet. Das Verhaltnis ist also ein 
ganz iihnliches wie z. B. bei der Fiiilung einer Aluminiumsulfat- 
lésung mittels einer Natriumhydroxydlésung. Das wesentliche 
Produkt dieser Fiillung ist Aluminiumhydroxyd, die Vollstén- 
digkeit der Fillung und die Zusammensetzung des Niederschlags 
sind aber vom Mengenverhiltnis der reagierenden Stoffe im 
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héchsten Grad abhingig. Wird ein Unterschui von Natrium- 
hydroxyd zugegeben, so ist die Fallung unvollstiindig und der 
Niederschlag enthiilt Schwefelsiiure, wihrend Uberschu8 von 
Natriumhydroxyd bewirken wird, daf cin Teil des Niederschlags 
als Natriumaluminat gelést und der ungeléste Rest alkali- 
haltig wird. 

Die oben erwilinten Verhiltnisse machen es nach unserem 
Dafiirhalten sehr wahrscheinlich, dab der auskrystallisierte 
Niederschlag ein Sulfat ist, welches bei der Krystallisation eine 
von der Wasserstoffionenkonzentration abhiingige Menge Schwe- 
felsiure oder Ammoniak mitgerissen hat, welche Menge sich 
mittels Figur 17 mit grofer Anniiherung schiitzen laBbt. Da- 
gegen erhilt man aus diesen Untersuchungen keinerlei Aus- 
kiinfte dariiber, wie weit die Krystalle auBerdem auch noch 
Ammoniumsulfat enthalten oder nicht. P. Pfeiffer und seine 
Mitarbeiter!) haben in einer Reihe interessanter Arbeiten das 
Verhalien ciniger der gewOhnlichen Aminosiuren und Polypep- 
tide Salzen gegeniiber untersucht und haben die Existenz einer 
Reihe wohildefinierter Verbindungen dieser Ampholyten mit den 
angewandten Salzen nachgewiesen. Es ist naheliegend, von 
diesem Befund ausgehend, Analogiefolgerungen iiber die Zu- 
sammensetzung derjenigen Produkte zu ziehen, welche bei der 
Ausfallung der Proteinstoffe oder der Auskrystallisation der- 
selben durch Salzzusatz erhalten werden. Kin direkter Beweis 
laBt sich natiirlich auf diesem Weg nicht erbringen, und wir 
haben weder in den Arbeiten Pfeiffers noch in der sonstigen 
vorliegenden Literatur und auch nicht in den Resultaten unserer 
eigenen Versuche einen entscheidenden Beweis dafiir finden 
kénnen, dafi die Eieralbuminkrystalle Ammoniumsulfat als inte- 
grierenden Bestandteil enthalten. Wir miissen, wie es schon im 
Abschnitt A (s. S. 226) erwihnt ist, es fiir wahrscheinlich halten, 
daf die Eieralbuminkrystalle entweder ammoniumsulfatfrei 
sind, oder nur ganz kleine Mengen Ammoniumsulfat enthalten. 


') P. Pfeiffer und J. v. Modelski, Diese Zeitschr., Bd. 81, 5. 329 
(1911), Bd. 85, S. 1 (1913); P. Pfeiffer und Fr. Wittka, Ber. d. deutsch. 
chem. Ges., Bd. 48, S. 1041, 1289 und 1938 (1915): P. Pfeiffer und 
J. Wiirgler, Diese Zeitschr., Bd. 97, S. 128 (1916). 
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FuBend auf den in dieser Abhandlung mitgeteilten Unter- 
suchungen meinen wir dann die Frage nach der Zusammen- 
setzung der Eieralbuminkrystalle folgenderweise beantworten 
zu konnen: 

Die Eieralbuminkrystalle bestehen in der Haupt- 
sache aus Eieralbumin und Wasser, und der Wasser- 
gehalt der Krystalle ist in weiter Ausdehnung von 
den Krystallisationsbedingungen unabhangig, auf 1 g 
Eieralbumin findet man etwa 0,22 g Wasser. 

Neben Eieralbumin und Wasser enthalten die 
Krystalle wahrscheinlich immer ein wenig Schwefel- 
siure und miissen deshalb als aus einem wasserhal- 
tigen Eieralbuminsulfat bestehend betrachtet werden. 
Der normale Schwefelsduregehalt der Krystalle kann 
nicht genau angegeben werden, betrigt aber wahr- 
scheinlich auf ca. 125 Aquivalente Proteinstickstoff 
1 Aquivalent Schwefelsaure. 

Ein wasserhaltiges Eieralbuminsulfat von dieser 
Zusammensetzung scheidet sich wahrscheinlich nur 
bei der fiir die Krystallisation optimalen Wasserstoff- 
ionenkonzentration (h = 26—27.- 10°, p,. = 4,58) 
aus. Bei gréfberen Wasserstoffionenkonzentrationen 
enthalten die Krystalle mehr Schwefelsaéure; mdglicher- 
weise bildet sich hier ein anderes, schwefelsiurereicheres Salz, 
indem die Krystalle eine zugespitzte Form (s.S. 263) bekommen, 
und die Auskrystallisation weniger vollstandig, die Loéslichkeit 
der Krystalle somit gréBer, als bei dem Krystallisationsoptimum 
ist. Bei Wasserstoffionenkonzentrationen, die kleiner 
sind als diejenige, welche dem Krystallisations- 
optimum entspricht, ist der Gehalt der Krystalle an 
tiiberschiissiger Schwefelsdure kleiner als der oben 
angegebene (1 Aquivalent Schwefelsiure auf etwa 125 Aqui- 
valente Proteinstickstoff). Die wahrscheinlichste Erklarung hier- 
von scheint es uns zu sein, daB beider Krystallisation unter- 
diesen Bedingungen Ammoniak mit niedergerissen ist; 
die Form der Krystalle ist die normale (s. S. 263), die Léslich- 
keit ist aber grofer als bei dem Krystallisationsoptimum. 
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Die Eieralbuminkrystalle enthalten wahrschein- 
lich kein Ammoniumsulfat als integrierenden Bestand- 
teil, natiirlich kann aber das vom Albuminsulfat mitgerissene 
Ammoniak innerhalb gewisser Grenzen als in der Form von 
Ammoniumsulfat gegenwartig zu sein aufgefait werden. 

In diesem Fal] berechnet man leicht die Grifle y, welche ja den- 
jenigen Faktor bezeichnet, mit welchem das Gewicht des Proteinstick- 
stoffs multipliziert werden mu8, um das Gewicht des in die Krystalle 
eingetretenen Ammoniumsulfats zu geben. Geht die Krystallisation z. B. 
bei einer Wasserstoffionenkonzentration gleich 13. 10° vor sich, dann 
enthalten die Krystalle weder Schwefelsiure noch Ammoniak in Uber- 
schuf, und das heifit — laut dem oben Angefithrten —, dafi eine mit dem 
normalen Schwefelsiuregehalt der Krystalle 4quivalente Menge Ammoniak, 
somit 1 Aquivalent Ammoniakstickstoff auf etwa 125 Aquivalente Pro- 
teinstickstoff mitgerissen ist. Da man nun das Gewicht des Ammoniak- 
stickstoffs mit 4,7163 multiplizieren muh, um die entsprechende Menge 
Ammoniumsulfat zu erhalten, so hat man 

125 y = 4,7163 
also y = etwa 0,04. 

Man sieht demnach, dafi y — falls unsere Voraussetzungen stich- 
haltig sind — eine ganz kleine Grife wird, und etwas Ahnliches gilt das 
Produkt s- y (s. S. 218). Der Fehler, welchen man durch Vernachlissigung 
dieser Grifien begeht, ist deshalb nicht von wesentlicher Bedeutung, es 
mufs aber — wie schon hervorgehoben — nicht vergessen werden, dah 
es uns, was diesen Punkt betrifft, nicht médglich gewesen ist, unzwei- 
deutige und entscheidende Resultate zu erhalten. 


D. Bemerkungen iiber den Charakter des Krystallisationsprozesses 
und tiber die Form der Krystalle. 


Obgleich das Fallen der Proteinstoffe durch Zusatz von 
Salz der Gegenstand zahlreicher Untersuchungen gewesen ist, 
so ist man bis jetzt weit davon entfernt, iiber den Charakter 
des Fallungsprozesses im Klaren zu sein. Die gewodhnlichste 
Auffassung dieses Prozesses ist wohl diejenige, fiir welche 
besonders K. Spiro!) eingetreten ist, und laut welcher es bei 
der Salzfallung der Proteinstoffe sich um einen ProzeB der 
Verteilung zwischen zwei Phasen, einer wisserigen, salz- 





') Beitrage zur chem. Physiologie und Pathologie, Bd. 4, S. 300 


(1904). 
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reichen, aber proteinarmen, und einer wasser- und salzarmen, 
aber proteinreichen Phase handelt. Diese letztere, welche den 
Niederschlag reprisentiert, besteht oft aus feinen Tropfen, 
welche unter Bildung globulitaéhnlicher Massen je nach den 
obwaltenden Umstinden mehr oder weniger schnell erstarren. 
Da nun der KrystallisationsprozeB des Eieralbumins mittels 
Ammoniumsulfats gewif dem Wesen nach nicht von der bei 
etwas stirkerer Ammoniumsulfatkonzentration stattfindenden 
Fallung des Albumins als amorpher Niederschlag verschieden 
ist, so ist es naheliegend, den Krystallisationsprozef auch als 
eine Phasenteilung aufzufassen. Diese Auffassung wird dadurch 
gestiitzt, dafi aus unreinen Lésungen das Eieralbumin oft in 
der Form kleiner zu Globuliten vereinigten Nadeln auskry- 
stallisiert; ein Beweis liegt ja aber nicht darin. Auch kénnte 
man eine Stiitze dieser Auffassung in dem Umstand sehen, 
dafi das Kieralbumin auch selbst nach Reinigung durch wieder- 
holte Umkrystallisationen 6lartig ausgeschieden werden kann, 
wenn die Wasserstoffionenkonzentration hédher als die der 
Krystallisation optimale ist, und daf diese dlartige Masse dann 
allmahlich krystallinisch erstarren kann. Hierzu ist indessen 
zu bemerken, dafi es sich in diesem Fall wahrscheinlich, wie 
schon oben (S, 256) erwihnt, um die Auskrystallisation einer 
Mischung des gewohnlichen Albuminsulfats und einer schwefel- 
siurereicheren Verbindung handelt. 

Unseren Erfahrungen gemié8 findet aber bei einer normal 
verlaufenden Krystallisation des Eieralbumins keine Phasen- 
teilung der obigen Art statt, und wir haben vor der Krystalli- 
sation Tropfenbildung weder makroskopisch noch mikroskopisch 
konstatieren kénnen. Versetzt man eine Kieralbuminlésung 
mit so viel einer starken Ammoniumsulfatlésung, daB ein wenig 
amorpher Niederschlag nach dem Umriihren bleibt, und filtriert 
man diesen Niederschlag ab, so bekommt man ein klares 
Filtrat ganz vom Charakter einer tibersittigten Lo6sung. Ge- 
impft und geriihrt krystallisiert es schnell, ohne Impfung aber 
kann es stundenlang klar bleiben, um sodann ohne schein- 
baren AnlaB zu krystallisieren anzufangen. Kurz, es scheint 
kein Grund vorhanden zu sein, die Eieralbumin- 
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Krystallisation anders als jegliche andere Krystalli- 
sation aufzufassen: unserer Meinung nach ist hier 
nur die Rede von dem Krystallisieren einer tiber- 
sittigten Loésung eines schwierig und langsam kry- 
stallisierenden Stoffes. 

F.G. Hopkins!) ist bei seinen Studien tiber die Dar- 
stellung von reinem Eieralbumin durch Krystallisation mittels 
Ammoniumsulfats zu einer ganz ahnlichen Auffassung gelangt: 
«I have frequently observed, in cases in which the process 
has appeared slower than usual, that slight shaking of the 
flask has been quickly followed by complete separation. On 
one occasion a solution of the product at this stage, to which 
ammonium sulphate had been added in quantity too small to 
produce any definite precipitate, remained, while undisturbed, 
practically clear for no less than three weeks. On _ then 
shaking the flask a bulky precipitate wholly composed of 
crystals separated within an hour. The mixture behaved as 
a supersaturated solution» (I. c. p, 311). 

Wir kinnen dann auch nicht Fr. N. Schulz beipflichten, 
wenn er hervorhebt,?) daB ein Wesensunterschied zwischen 
der Krystallisation der Eiwei®stoffe und anderen Krystalli- 
sationen vorhanden ist. Die Beweisfiihrung von Schulz geht 
am deutlichsten aus seinen eigenen Worten hervor (I. c. S. 40): 
«Die Veranlassung zur Krystallisation ist in den beschriebenen 
Fallen die Entziehung der Lésungsbedingungen. Diese Ent- 
ziehung ist keine allmahliche; es geht der krystallinischen 
Abscheidung immer eine wesentliche Ubersiittigung voraus. 
Die Abscheidung erfolgt ziemlich plétzlich und in viel reich- 
licheren Mengen, als sie der Entziehung der Lésungsbedingung, 
die zur Abscheidung gefihrt hat, entspricht. 

Bei der Darsiellung des krystallinischen Eieralbumins nach 
der Ammonsulfatmethode kénnen z. B. wenige Tropfen konzen- 
trierter Ammonsulfatldsung geniigen, um die schlieBliche Aus- 
fallung des krystallisierenden Bestandteils aus mehreren 100 ccm 
einer Lésung zu bewirken, die ohne Zusatz dieser wenigen 


‘) Journal of physiologie Bd. 25, S. 306 (1900). 
*) Die Krystallisation von Eiweifstoffen, Jena 1901. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CIII. 18 





260 S. P. L. Sérensen u. Margrethe Héyrup, 


Tropfen dauernd klar geblieben ware. Durch diese minimale 
Konzentrationserhéhung werden nicht nur Spuren von Eiweif 
zur Krystallisation gebracht, sondern grofie Mengen. Nament- 
lich beim Umkrystallisieren zeigt es sich, daf durch den ge- 
ringen Mehrgehalt an Salz der krystallisierende Bestandteil 
fast quantitativ aus seiner Lésung entfernt wird. Auf diesen 
Umstand ist es auch zuriickzufiihren, da8K/ es nicht gelingt, 
durch allmahliches Erhéhen der Konzentration grofe Kry- 
stalle zu ziichten, denn trotz aller Vorsicht erfolgt die Kry- 
stallisation pl6tzlich. 

Es besteht hier ein eklatanter Unterschied gegeniiber den 
meisten anderen Krystallisalionen, bei denen, falls die Kry- 
stallisation einmal begonnen hat, die Krystallabscheidung bis 
zu einem gewissen Grade proportional der Entziehung der 
Losungsbedingungen ist». 

Schulz ist also dartiber im Klaren, dafi ein Stadium der 
Krystallisation vorausgeht, in welchem die Lésung als eine 
iibersittigte zu erachten ist, tibrigens sind aber die von ihm 
hervorgezogenen Umstiinde nicht ganz richtig beschrieben, 
oder jedenfalls ist seine Erkliirung derselben nicht ganz zu- 
treffend. Es ist somit ganz richtig, dab einige wenige Tropfen 
einer gesiittigten Ammoniumsulfatl6sung bewirken kénnen, dab 
die Krystallisation in mehreren hundert Kubikzentimetern an- 
fingt, wofern die Lésung im voraus reichliches Ammonium- 
sulfat enthilt; eine solche Lésung wird aber nicht, wie Schulz 
schreibt, ohne diese wenigen Tropfen klar bleiben. Sie wird, 
wie es in der folgenden Abhandlung des néheren erwahnt 
wird, nach kiirzerer oder langerer Zeit krystallisieren, die 
Krystallisationsgeschwindigkeit aber ist von dem Grad der 
Ubersiittigung abhiingig. Es ist deshalb auch nicht zutreffend, 
wenn Schulz schreibt, daB ein kleiner Zuwachs des Salz- 
gehalts eine beinahe quantitative Ausscheidung des krystalli- 
sierenden Stoffes hervorrufen kann. Es hat sich im Gegenteil 
herausgestellt, daS eine Vergréferung des Ammoniumsulfat- 
gehalts, innerhalb gar nicht enger Grenzen, eine gleichmabig 
ansteigende Krystallausscheidung bewirkt. Um dieses darzu- 
tun, ist es indessen notwendig, darauf aufmerksam zu sein, 
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nicht nur wie viel Albumin die Mutterlauge nach beendeter 
Krystallisation noch erhalt, sondern auch, wann die Krystalli- 
sation wirklich zu Ende ist, mit anderen Woten, welche die 
Krystallisationsgeschwindigkeit ist, und dieselbe wiachst schnell 
mit ansteigender Salzkonzentration. Der von Schulz an- 
gefiihrte Unterschied zwischen der Krystallisation 
der Proteinstoffe und einer gewohnlichen Krystalli- 
sation existiert deshalb nicht, jedenfalls nicht wenn 
von Eieralbumin die Rede ist. Es ist dann auch — im 
Gegensatz zu Schulz — sowohl uns als auch anderen For- 
schern ohne irgend welche Schwierigkeiten durch langsames 
Krystallisieren ziemlich grofe Eieralbuminkrystalle darzustellen 
gelungen, indem die Ammoniumsulfatl6sung nach und nach im 
Laufe einiger Tage oder Wochen zugesetzt wurde. 

Wir meinen also die Krystallisation des Eieralbumins als 
eine gewOhnliche Krystallisation auffassen zu miissen, und wir 
méchten in diesem Zusammenhang nur noch ein paar Be- 
merkungen tiber den Wassergehalt der Krystalle hinzufiigen. 
Wir haben keine Versuche angestellt, um mdglicherweise zu 
entscheiden, ob das in den Eieralbuminkrysta!len vorhandene 
Wasser als Konstitutionswasser, Krystallwasser oder Quellungs- 
wasser!) aufzufassen ist, weil diese Frage fiir die von uns 
studierten Verhiltnisse belanglos ist. Wir unterlassen jedoch 
nicht zu bemerken, daB Harriette Chick und C, J. Martin?) 
gefunden haben, dafi mittels reichlichen Ammoniumsulfats ge- 
falltes Eieralbumin einen Teil reines Wasser abgeben kann, 
wenn es einem slarken Druck unterworfen wird. Der gefiillte 
Niederschlag wurde zuerst zwischen Filtrierpapier gepreBt und 
danach zwischen mit Infusorienerde umgebenes Filtrierpapier 
angebracht, wonidchst er einem Druck von 3 Tons auf den 
Quadratzoll unterworfen wurde. Es zeigte sich dadurch, daf 
die ethaltene ausgeprefite Fliissigkeit verhiéltnismifig mehr 





1) Betreffs des Unterschieds zwischen Krystallwasser und Quellungs- 
wasser wird auf eine interessante Abhandlung von J. R. Katz «Unter- 
suchungen tiber die Bindung des Quellungswassers in quellbaren Kry- 
stallen» (diese Zeitschrift Bd. 95, S. 1 (1915) verweisen. 

*) Biochemical Journal Bd. 7, S. 391 (1913). 

18 
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Wasser und weniger Ammoniumsulfat als die Mutterlauge 
enthielt, und Chick und Martin folgerten hieraus, da 
etwas des in dem_  gefillten Eieralbumin gegenwartigen 
Wassers («imbibed water») aus dem Niederschlag gepreft 
worden sei. 

Wir haben ein paar Versuche mit auskrystallisiertem 
Eieralbumin auf ganz ahnliche Weise gemacht, haben aber 
kein Auspressen von Wasser beobachten kénnen. Wir haben 
sowohl die Mutterlauge als auch den Prefsaft, welchen wir 
in 9 Fraktionen sammelten, analysiert. Das Verhiltnis zwi- 
schen Wasser und Ammoniumsulfat war mit groBer Annéherung 
dasselbe in der Mutterlauge und in allen den 9 Fraktionen, 
und es war keine Andeutung an eine Auspressung des in den 
Krystallen vorhandenen Wassers zu beobachten. 

Zum Schluf werden wir ein paar Versuche, welche wir, 
um wohlausgebildete Eieralbuminkrystalle unter verschiedenen 
Krystallisationsbedingungen darzustellen, ausgefiihrt haben, kurz 
erwahnen. Die erhaltenen Resultate stimmen in der Haupt- 
sache, nicht aber in allen Einzelheiten mit E. Artinis Angaben 
in der Abhandlung St. Bondzynski und L. Zoja') und mit 
den spiiteren Untersuchungen von A. Wichmann.?) 


Wir haben 4 Hauptversuche dieser Art ausgefiihrt, welche 
wir Nr. 1—+4 bezeichnen. Herr Professor Dr. O. B. Boggild 
hat uns das Wohlwollen gezeigt, alle vier Proben einer kry- 
stallographischen Untersuchung zu unterziehen, und dem Herrn 
Dr. O. Winge sind wir fiir einige Mikrophotographien der 
Krystallproben zum Dank verpflichtet. 

Versuch Nr. 1. 350 cem einer ammoniumsulfathaltigen 
Eieralbuminlésung, aus welcher die Hauptmasse des Albumins 
schon auskrystallisiert und abfiltriert war, wurde nach und 
nach im Laufe dreier Wochen mit in allem 5 ccm gesattigter 
Ammoniumsulfatlésung unter wiederholtem Schiitteln versetzt, 
und sodann weitere neun Wochen der Krystallisation tiber- 
lassen. Eine Analyse ergab, da’ die Lésung auf 100g Wasser 


') Diese Zeitschrift, Bd. 19, S. 5 (1893). 
?) Diese Zeitschrift, Bd. 27, S. 575 (1899). 
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1,104 g Eihydrat') und 
26,620 g Ammoniumsulfa! 
enthielt. 

Es handelt sich also hier um eine Auskrystalli- 
sation in einer proteinarmen, aber ammoniumsulfat- 
reichen Loésung. 

Versuch Nr. 2. Die Krystallisation ging hier von 
statten im Laufe von vier Tagen in einer protein- 
reichen, aber ammoniumsulfatarmen Lésung, indem auf 


100 g Wasser 
22,879 g¢ Eihydrat und 
21,404 g Ammoniumsulfat 
gefunden wurden. 

Wiihrend diese beiden Versuche mit solchen Lésungen 
ausgefiihrt wurden, die weder Schwefelsiure noch Ammoniak 
in Uberschu8 enthielten (Versuch Nr. 1: Py = ca, 5,00; Ver- 
such Nr. 2: p,,. = ca. 4,8), so enthielt die beim 


Versuch Nr. 3. benutzte Losung ein wenig iiber- 
schtissiges Ammoniak (p,,. = ca. 5,3) und die beim Ver- 
such Nr. 4 benutzte Liésung ein wenig tiberschiissige 
Schwefelsiaure (p,,. = ca. 4,4). 

Im Versuche Nr. 3 kamen auf 100 g Wasser 

8,594 ¢ Eihydrat und 
25,959 » Ammoniumsulfat. 

Fiir Versuch Nr. 4 haben wir keine genaue Analyse, der 
Eihydratgehalt war aber hier ungefahr 4,5 g auf 100 g Wasser; 
die Krystallisation dauerte in beiden Fallen ca. 3 Wochen. 

An Fig. 20—23, die Mikrophotographien der erhaltenen 
Krystalle darstellen, sieht man deutlich, daf die bei der groften 
Wasserstoffionenkonzentration (p,,. = ca. 4,4, Versuch Nr. 4) 
ausgeschiedenen Krystalle eine mehr zugespitzte Form als die 
iibrigen haben. 

Die Aussage Professor Béggilds tiber die krystallo- 
graphische Untersuchung l!autet wie folgt: 

«Die Krystalle, welche in allen vier Praparaten gleich- 
artig entwickelt, sind scheinbar rhombisch und haben die Form 





‘) Der Faktor r wurde zu 7,86 gerechnet (siehe S. 223), 
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sehr regelmaBiger Linealen; die griSeren Krystalle haben die 
Dimensionen ca. 0,2 X 0,015 * 0,001 mm. Die Enden werden 


von einem Doma begrenzt, dessen Flachen einen Winkel von 


etwa 40° miteinander bilden (mit der Lingenrichtung etwa 70°). 
Die Krystalle sind farblos; die Lichtbrechung ist bedeutend 
grober als die der umgebenden Fliissigkeit; es ist von. Doppel- 
brechung nicht die Spur sichtbar. » 

Es kann nach dem oben Vorgebrachten wohl kaum Zweifel 
dariiber sein, dal es sich bei der Krystallisation des Eier- 
albumins um die Ausscheidung wohl entwickelter, mefbarer, 
fiir den betreffenden Stoff charakteristischer Krystalle handelt, 
was wieder fiir unsere Auffassung der Eieralbuminkrystallisa- 
tion als einen Prozefi von ganz derselben Art wie einer ge- 
woOhnlichen Krystallisation eine Stiitze ist. 


Ubersicht. 
Abschnitt A. 


1. Mittels eines auf dem Prinzip der Proportionalitiits- 
methode gegriindeten Verfahrens wird es nachgewiesen, da 
die Kieralbuminkrystalle bedeutende Mengen Wasser enthalten, 
und zwar ca. 0,22 g Wasser auf jedes Gramm FEieralbumin, 
indem der Faktor, mit welchem das Gewicht des Proteinstick- 
stoffs multipliziert werden mub, um das Gewicht der Krystalle 
zu geben, ca. 7,86 ist, wahrend derjenige Faktor, womit das 
Gewicht des Proteinstickstoffs multipliziert werden mu, um 
das Gewicht des wasserfreien Eieralbumins zu geben, nur 
ca. 6,4 betragt. 

2. Der Wassergehalt der Eieralbuminkrystalle ist — inner- 
halb ziemlich weiter Grenzen -- von den Krystallisations- 
bedingungen (Krystallisationszeit und Temperatur, Ammonium- 
sulfat-, Protein- und Wasserstoffionenkonzentration) unabhiingig. 


Abschnitt B. 


1. Es wird auseinandergesetzt, wie man mittels der in der 
vorangehenden Abhandlung gefundenen Resultate des Sdaure- 
und Basebindungsvermigens des Eieralbumins betreffs und 
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unter Anwendung des Prinzips der Proportionalitaétsmethode 
den eventuellen (:ehalt der Eieralbuminkrystalle an Uberschub 
von Schwefelsiiure oder Ammoniak bestimmen kann. 


2. Wenn die Krystallisation des Eieralbumins bei einer 
Wasserstoffionenkonzentration von ca. 13-107" vor sich geht, 
dann enthalten die ausgeschiedenen Krystalle keinen Uber- 
schu8 weder von Schwefelsiure noch von Ammoniak; bei 
héheren Wasserstoffionenkonzentrationen als ca. 13 - 107° 
werden die Krystalle mit tiberschtissiger Schwefelsiure, bei 
niedriger Wasserstoffionenkonzentration mit tiberschiissigem 
Ammoniak ausgeschieden, und der Gehalt dieser Stoffe ist um 
so grdfer, je weiter die Wasserstoffionenkonzentration von 
13-10°° entfernt ist. 

3. Bei einer Wasserstoffionenkonzentration von 13 - 10° ° 
enthalt das Kinhydrat vor der Krystallisation weder tber- 
schiissige Schwefelsiiure noch tiberschiissiges Ammoniak, und 
es krystallisiert — wie unter 2. gesagt — ebenfalls ohne Uber- 
schuf dieser Stoffe aus. Bei hdherer Wasserstoffionenkonzen- 
tration als ca. 13-10°° krystallisiert das Eieralbumin mit ein 
biBchen weniger iiberschitissiger Schwefelsiiure und bei nie- 
drigerer Wasserstoffionenkonzentration mit ein biichen weniger 
iiberschiissigem Ammoniak aus, als es vor der Krystallisation 
enthielt. 


Abschnitt C. 


1. Es wird durch eine Reihe Versuche dargetan, dah 
Schwefelséiure oder Ammoniak, welches mit dem Eieralbumin 
auskrystallisiert ist, durch wiederholtes sorgfiltiges Waschen 
der Krystalle mit Hopkins’ Fliissigkeit, eine gesattigte Loésung 
von Natriumchlorid in 1-prozentiger Essigsiiure, weggeschaffen 
werden kann. 


2. Auf der Grundlage der unter 1. genannten Versuchs- 
resultate, verglichen mit anderen wihrend des Waschens be- 
obachteten Ereignissen, meinen wir aussprechen zu diirfen, dali 
es nicht mdglich ist, durch das von Hopkins angegebene Ver- 
fahren zu entscheiden, ob das krystallisierte Eieralbumin Am- 
moniumsulfat als integrierenden Bestandteil enthalt oder nicht. 
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3. Da es uns ohne Anwendung von Sulfaten nicht még- 
lich gewesen ist, die Eieralbuminkrystalle darzustellen, so wird 
die Annnahme uns wahrscheinlich vorkommen, dab die Kry- 
stalle nicht lediglich aus reinem wasserhaltigen Eieralbumin be- 
stehen, sondern daf sie zugleich die Sulfatgruppe SO, in kleiner 
Menge enthalten. Diese Auffassung wird durch Untersuchungen 
anderer Art, welche ausfiihrlich beschrieben werden, gestiitzt. 

4. Der Schluf des Abschnitts enthiilt eine Ubersicht dar- 
liber, wieweit und wie es auf der Grundlage der in dieser 
Abhandlung mitgeteilten Untersuchungen mdglich ist, die Frage 
nach der Zusammensetzung der Eieralbuminkrystalle zu be- 


antworten. 
Abschnitt D. 


1. Es wird eine Reihe Betrachtungen tiber den Charakter 
des Auskrystallisierungsprozesses und tiber die Form und tibrigen 
Kigenschaften der ausgeschiedenen Krystalle vorgefiihrt, und 
wir ziehen aus diesen Erwagungen den Schluf, daf kein Grund 
vorliegt, die Krystallisation des Eieralbumins anders als irgend- 
welcher anderen Krystallisation aufzufassen, es ist nach unserem 
Dafiirhalten nur die Rede von der Krystallisation einer tiber- 
siittigten Losung eines schwierig und langsam krystallisieren- 
den Stoffes. 


Marz 1917. 
Nachschrift. 
(Zusatz wahrend der Korrektur.) 


Nachdem das Manuskript obiger Abhandlung schon druck- 
fertig war, ist es uns gelungen, auch durch Anwendung einer 
angemessenen Mischung von primaren und sekundiren Phos- 
phaten das Eieralbumin in krystallinischem Zustand, wahr- 
scheinlich in der Form eines Phosphats abzuscheiden. Die 
genauere Untersuchung dieses krystallinischen Niederschlags, 
der unter dem Mikroskop ein dhnliches Aussehen wie der oben 
beschriebene zeigt, ist noch weit davon entfernt, zu Ende ge- 
bracht zu sein. 


September 1917. 
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Proteinstudien. ') 
IV. Mitteilung. 


Uber den Gleichgewichtszustand zwischen dem auskrystalli- 

sierten Fieralbumin und der dasselbe umgebenden Mutterlauge 

und tuber die Anwendbarkeit der Gibbs’schen Phasenregel auf 
solche Systeme. 


Von 


S. P. L. Sérensen und Margrethe Hoéyrup. 


Mit fiinf Kurvenzeichnungen im Text. 


Aus dem Carlsberg Laboratorium, Kopenhagen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. Juni 1918.) 


Die erste systematische Untersuchung des Gleichgewichts 
zwischen krystallisiertem Eieralbumin und der ammoniumsul- 
fathaltigen Mutterlauge desselben verdanken wir G. Galeotti 
und seinen Mitarbeitern, welche in einer Reihe Arbeiten den 
Gleichgewichtszustand zwischen Eiweifstoffen und Elektrolyten 
studiert haben. ”) 

In der dritten der zitierten Abhandlungen behandelt 
Galeotti das System: Eieralbumin, Ammoniumsulfat und Wasser. 
Das zu den Versuchen benutzte Eieralbumin wurde durch 
Ausfallen mittels Ammoniumsulfats, Lésen und wiederholtes 
Ausfallen gereinigt; diese Operationen wurden ein paarmal 
wiederholt, von irgend einer Krystallisation war aber nicht die 
Rede, und das Eieralbumin Galeottis hat deshalb gewib eine 


‘) Wird gleichzeitig in englischer Sprache in den Comptes-Rendus 
des travaux du Laboratoire de Carlsberg, Bd. 12, S. 213 (1915—17) ver- 
Offentlicht. 

*) G. Galeotti, Diese Zeitschr., Bd. 40, S. 492 (1903); Bd. 42, S. 330 
(1904); Bd. 44, S. 461 (1905); G. Guerrini, ibidem, Bi. 47, S. 287 (1906); 
G. Galeotti, ibidem, Bd. 48, S. 473 (1906); S. La Franca, ibidem, Bd, 
48, S. 481 (1906) und V. Scaffidi, ibidem, Bd. 52, S. 42 (1907). 
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reichliche Menge Konalbumin enthalten. Das solchermafen 
gereinigte, ammoniumsulfathaltige Kieralbumin wurde in Wasser 
gelost, und die Lésung in einer Schale tiber konzentrierte 
Schwefelsiiure gestellt, bis eine reichliche Krystallisation vom 
Kieralbumin stattgefunden hatte, wonichst man filtrierte und 
einen Teil des Filtrats analysierte. Der Rest des Filtrats wurde, 
nach Zusatz von Wasser und Ammoniumsulfatlésung, zu wei- 
terer Krystallisation dahingestellt. Wenn letztere hinlanglich 
vorgeschritten war, wurde nochmals filtriert und ein Teil 
des Filtrats analysiert, wiahrend der Rest nach erneuertem 
Zusatz von Wasser und Ammoniumsulfat wieder der Krystalli- 
sation iiberlassen wurde, usw. 

Die Analysen wurden in der Weise gemacht, dai man 
abgemessene oder abgewogene Mengen des Filtrats einengte, 
bei 100° bis auf konstantes Gewicht trocknete und den trock- 
nen Riickstand mit warmem Wasser behandelte, welche Be- 
handlung nur das Eieralbumin ungelost zuritickliefi. Die Menge 
desselben konnte dann mittels Filtrierens durch einen vorweg 
getrockneten und gewogenen Filter, Waschens und nachfol- 
genden Trocknens bis auf konstantes Gewicht ermittelt werden: 
den Gehalt des Filtrats an Ammoniumsulfat bestimmte man 
durch Fillen mit Baryumchlorid, und schlieBlich wurde die 
Wassermenge als Differenz gefunden. In solcher Weise konnte 
Galeotti die Zusammensetzung derjenigen Mutterlauge berech- 
nen, welcher in jedem einzelnen Fall bei der Versuchstempe- 
ratur (15°) mit dem auskrystallisierten Eieralbumin im Gleich- 
gewicht war. 

Galeotti geht jetzt davon aus, daf das System bei einer 
gegebenen Temperatur und einer gegebenen Ammoniumsulfat- 
konzentration vollstiindig bestimmt ist. Diese Auffassung steht 
im vollem Einklang mit der Gibbs’schen Phasenregel, laut 
welcher ein aus drei Komponenten und drei Phasen bestehendes 
System bei einer gegebenen Temperatur und einer gegebenen 
Konzentration einer der Komponenten vollig bestimmt ist. An- 
ders liegt die Sache betreffs der von Guerrini ausgefiihrten 
Versuche, die in der vierten der oben zitierten Abhandlungen 
mitgeteilt sind. Dieser Forscher findet niimlich, daf eine LOsung 
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von Eieralbumin und Natriumsulfat, welche sowohl mit ausge- 
failltem Eieralbumin als auch mit dem Dekahydrat des Natrium- 
sulfats im Gleichgewicht steht, bei einer gegebenen Temperatur 
eine variable Zusammensetzung besitzen kann. 


Wir werden nicht naher auf die Betrachtungen eingehen, 
welche von V. Henri!) und G. Galeotti?) angestellt worden 
sind, und laut welcher die Gibbs’sche Phasenregel fiir kolloide 
Lésungen keine Giiltigkeit hat. Diese Betrachtungen haben 
ihre Berechtigung, wenn von suspensoiden Systemen die Rede 
ist; Eieralbuminl6sungen aber werden — wie es in den vor- 
hergehenden Abhandlungen mehrere Male hervorgehoben wor- 
den ist — am leichtesten und natirlichsten als echte LOsungen 
eines sehr zusammengesetzten Ampholyten aufgefabt. 

Eine solche Auffassung verlangt indessen, daf die den 
echten Losungen gegeniiber giiltige Gibbs sche Phasenregel 
auch fiir Eieralbuminlésungen Giiltigkeit behilt. Da dem 
wirklich so ist, scheint uns aus den in der gegenwirtigen Ab- 
handlung beschriebenen Versuchen hervorzugehen, und wenn 
die Resultate Galeottis und seiner Mitarbeiter bisweilen damit 
nicht im Kinklang stehen, so laBt dieses sich leicht erkliren. 
Galeotti setzt nimlich immer voraus, daB es sich z. B. bei 
der Fillung einer Eieralbuminlésung mittels Ammoniumsulfats 


um ein aus drei Komponenten -— Wasser, Ammoniumsulfat 
und Eieralbumin — bestehendes System handelt; dies trifft 


indessen, wie es aus unseren friiheren Abhandlungen hervor- 
geht, nur in ganz vereinzelten Fiillen zu. Das angewandle 
Ammoniumsulfat wird gew6hnlich nicht Ammoniak und Schwe- 
felsiiure in diquivalenten Mengen, sondern einen kleinen Uber- 
schuf von dem einen oder der anderen enthalten, und dasselbe 
gilt von einer durch Umfiillung oder durch Umkrystallisation, 
auch gar mit nachfolgender Dialyse, gereinigten Kieralbumin- 
losung. Eben diese kleinen tiberschtissigen Mengen von Schwe- 
felsiure oder Ammoniak, deren Gegenwart dargetan und deren 
GréBe durch Wasserstoflionenmessungen ermittelt werden kann, 


') Zeitschrift fiir physik. Chemie, Bd. 51, S. 31 (1904). 
*) Zeitschrift fiir physik. Chemie, Bd. 54, S. 727 (1906). 
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sind es aber, die den Eigenschaften und Reaktionen der Eier- 
albuminlésungen gegenitiber von ausschlaggebender Bedeutung 
sind. Daf dieser Umstand auch fiir den Gleichgewichtszustand 
zwischen dem auskrystallisierten EKieralbumin und der dasselbe 
umgebenden Mutterlauge von wesentlicher Bedeutung ist, geht 
mit grobter Deutlichkeit aus den im folgenden beschriebenen 
Versuchen hervor. Hierin ist nichts Sonderbares, selbstver- 
standlich muf aber auch diese Seite der Sache mit in Betracht 
gezogen werden, wenn davon die Rede wird, inwieweit die 
Gibbs sche Phasenregel auf die hier erwiihnten Systeme An- 
wendung finden kann oder nicht. Die Zahl der Komponenten 
des Systemes wird nimlich, wenn auf das oben genannte Ver- 
hiltnis Riicksicht genommen wird, nicht drei, sondern vier, 
und laut der Phasenregel besitzt ein aus vier Komponenten 
und drei Phasen bestehendes System drei Freiheitsgrade. Das 
bedeutet, anders gesagt, dali ein System, welches aus kry- 
stallisiertem Fieralbumin im Gleichgewicht mit der umgebenden 
Mutterlauge besteht, bei einer gegebenen Temperatur erst dann 
volistandig bestimmt ist, wenn die Konzentrationen von zwei 
der Komponenten des Systems gegeben sind. Damit in gutem, 
Einklang, haben wir bei den im folgenden mitgeteilten Unter- 
suchungen gefunden, daf, wenn die Auskrystallisation des Eier- 
albumins bei einer gegebenen Temperatur und bei einer 
gegebenen Konzentration des Ammoniumsulfats und der Wasser- 
stoffionen stattfindet, dann wird die mit den Krystallen in 
Gleichgewicht stehende Mutterlauge immer, innerhalb der Ver- 
suchsfehler, denselben Eieralbumingehalt besitzen. 


Wie es schon in der vorhergehenden Abhandlung?) er- 
wihnt ist, meint Galeotti aus seinen Versuchen schliefen zu 
koOnnen, dal} das auskrystallisierte Eieralbumin weder Ammo- 
niumsulfat noch Wasser enthalt. Dieser, nach unseren in der 
betreffenden Abhandlung erwahnten Versuchen gewif fehler- 
hafte Schlu8 bleibt indessen auf die Beantwortung derjenigen 
Fragen, mit welchen sich Galeotti und seine Mitarbeiter sonst 


') Diese Zeitschr., Bd. 103, S. 214 u. f. (1918). 
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beschiaftigen, ohne Einflu{8. Dagegen bedeutet dieser Umstand 
viel fiir das Verstiindnis einer anderen Frage, auf deren Losung 
eine Reihe von Forschern im Laufe der Zeiten gearbeitet hat, 
nimlich die Frage iiber den Einflu{B der Proteinkonzentration 
auf den Gleichgewichtszustand bei dem Aussalzen. Wenn die 
Phasenregel auf die hier erwahnten Systeme Anwendung finden 
kann, dann muf der Gleichgewichtszustand selbstverstindlich 
von der Anfangskonzentration des Proteins unabhingig sein. 
Aus einer starken Eieralbuminlésung miissen durch Zusatz z. B. 
von Ammoniumsutfatlésung reichliche, aus einer schwachen 
Eieralbuminlésung dagegen nur kleine Mengen von Eieralbumin 
ausfallen oder auskrystallisieren, die in der Losung zurtick- 
bleibende Eieralbuminmenge aber mufB in beiden Fiillen dieselbe 
sein, wenn die Umstiinde iibrigens dieselben sind, und das 
heiBt besonders, wenn die Temperatur, die Ammoniumsulfat- 
konzentration und die Wasserstoffionenkonzentration in beiden 
Fallen die gleichen sind. 

Nach der landlaufigen Auffassung verhalten sich indessen 
die Proteinlédsungen nicht so, wie die Phasenregel es verlangt, 
indem man meint, daf der Proteinstoff unter sonst gleichen 
Umstainden um so vollstindiger ausgesalzen wird, je gréber 
die Anfangskonzentration des Proteinstoffs in der Lésung ist. 
Es ist nicht vonndten, auf die ganze vorliegende, diesbeziigliche 
Literatur einzugehen, wir kénnen uns damit begniigen, die 
Frage durch ein einzelnes Beispiel zu beleuchten. Wir haben 
dazu die schéne Arbeit von Harriette Chick und C. J. 
Martin’) tiber die Fallung des Eieralbumins mittels Ammonium- 
sulfats gewahlt, weil es sich hier um Versuchsbedingungen 
handelt, die gewifi analog mit denjenigen sind, unter welchen 
unsere Versuche ausgefiihrt sind. Chick und Martin unter- 
suchen in einer Versuchsreihe, deren Einzelheiten im experimen- 
tellen Teil dieser Abhandlung (s. S. 309) mitgeteilt werden, 
welchen Einflui die Anfangskonzentration des Proteinstoffes 
auf die Fallung des Kieralbumins mittels Ammoniumsulfats aus- 
bt. In den gesamten Versuchen der Reihe war das Ver- 
haltnis zwischen Wasser und Ammoniumsulfat konstant und 


1) Biochemical Journal, Bd. 7, S. 380 (1913). 
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zwar 31: 100, die Albuminmenge aber variierte in den ein- 
zelnen Versuchsmischungen von 3,3 g bis 27,4 g Kieralbumin 
auf 100 g Wasser. Chick und Martin finden jetzt, da8 das 
Eieralbumin in diesen Versuchen um so vollstindiger gefillt 
wird, je grOfer die Anfangskonzentration ist. Der Fehler steckt 
darin, dafi Chick und Martin es als eine gegebene Sache 
betrachtet haben, dal das Verhaltnis zwischen Ammoniumsulfat 
und Wasser sich wihrend des Fallens nicht geiindert hat, und 
deshalb den Ammoniumsulfatgehalt der Filtrate nicht bestimmt 
haben. Es ist indessen, unserer Meinung nach, kaum ein 
Zweifel dartiber, dah sich bei dieser Fallung gleich wie bei der 
Auskrystallisation ein wasserhaltiges Eieralbumin ausscheidet, 
und dafi demgemiifi das Verhiltnis zwischen Ammoniumsulfat 
und Wasser im Filtrat ein anderes als in der urspriinglichen 
Mischung ist. Ist man hieriiber erst im klaren, so wird es 
unmittelbar einleuchtend sein, daf, je groéfer die anfingliche 
Konzentration des Eieraibumins ist, um so mehr Wasser wird 
durch die Fiillung von der Losung weggenommen und desto 
grOBer wird deshalb die Ammoniumsulfatkonzentralion des 
Filtrats sein. Da nun eine Vergréferung der Ammoniumsulfat- 
konzentration eine vollstiindigere Fiallung des Eieralbumins 
bewirkt, so werden die Versuchsresultate von Chick und 
Martin erkliérlich. Wie es im experimentellen Teil (s. 5. 255) 
niiher erwahnt wird, haben wir eine Umrechnung dieser Ver- 
suchsresultate vorgenommen, indem wir vorausgesetzt haben, 
dali ausgefilltes und auskrystallisiertes Eieralbumin dieselbe 
Zusammensetzung besitzen; es hat sich dadurch herausgestellt, 
dafi die von Chick und Martin gefundenen, sonderbaren Ver- 
hiltnisse wahrscheinlich — wie es nach dem oben Angefiihrten 
zu erwarten war — lediglich der verschiedenen Ammonium- 
sulfatkonzentration der Filtrate zuzuschreiben sind, und dagegen 
mit der anfiinglichen Proteinkonzentration nichts zu tun haben. 
In gutem Einklang damit steht es dann auch, dafi die von uns 
zur Erlaiuterung dieser Frage angestellten Versuche zeigen, dab 
die beim Krystallisieren des Eieralbumins in der Mutterlauge 
zuriickbleibende Albuminmenge von der Anfangs-Proteinkon- 
zentration unabhiingig ist, wenn man nur Sorge dafir tragt, 
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daf die Ammoniumsulfatkonzentration der Mutterlauge beim 
AbschlieBen der Krystallisation in simtlichen Versuchen dieselbe 
ist, und dafi dem wirklich so ist, das muf natiirlich auf ana- 
lytischem Wege dargetan werden. 

Hieraus erhellt es, dal sich das oben hervorgezogene 
Verhiltnis ohne jegliche Schwierigkeit erkliiren ]aBt und die 
Anwendung der Phasenregel an solchen Systemen als den von 
uns untersuchten nicht ausschlieBt. Es ist nach unserem 
Dafiirhalten in hohem Grade wahrscheinlich, dafi dasselbe fiir 
viele andere Proteinfiillungen gilt, und da’, wenn man bisher die 
gegenleilige Auffassung gehabt hat, so hat dies seinen Grund 
in der mangelhaften, experimentellen Bearbeitung der Frage. 


Mit den im folgenden beschriebenen Versuchen haben 
wir denselben Zweck wie in unseren vorhergehenden Abhand- 
lungen verfolgt, und zwar ist es derjenige gewesen zu unter- 
suchen, inwieweit sich Lésungen von Eieralbumin als echte 
Losungen verhalten und mit Erfolg als solche betrachtet werden 


kénnen, und ganz besonders haben wir — wie es schon aus 
den obigen historischen Bemerkungen hervorgeht — unsere 


Aufmerksamkeit auf die Frage gerichtet, ob die Gibbs’sche 
Phasenregel sich solchen Systemen wie den von uns unter- 
suchten gegeniiber anwenden Jabt. Mit diesem Ziel vor Augen 
haben wir uns Erliaiuterungen tiber den Gleichgewichtszustand 
zwischen dem auskrystallisierten Eieralbumin und der umge- 
benden Mutterlauge zu verschaffen gesucht; wir haben aber bei 
diesen Untersuchungen nicht beabsichtigt ein so erschépfendes 
Versuchsmaterial zu beschaffen, dafi komplette Diagramme tiber 
den Gleichgewichtszustand irgend welcher Krystallisationsbe- 
dingungen mittels desselben sich konstruieren liefien. Das wiirde 
namlich, der grofien Zahl von Faktoren wegen, welche den 
Gleichgewichtszustand beeinflussen, ein sehr umfassendes Ver- 
suchsmaterial verlangen, und hierzu kommt noch auferdem, 
dafi es, wenn man es mit einem so langsam krystallisierenden 
Stoff wie Eieralbumin zu tun hat, sehr schwierig ist, einen 
endlichen und vollstindigen Gleichgewichtszustand zu erlangen. 
Wir haben indessen, was das folgende zeigen wird, gemeint, 
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das gesteckte Ziel ohne eine ganz erschdpfende Behandlung 
der Frage erreichen zu kénnen, indem wir uns dariiber zu 
orientieren gesucht haben, welche Bedeutung jeder einzelne 
der Faktoren sowohl fiir den Gleichgewichtszustand an sich, 
als auch fiir die Geschwindigkeit, mit welcher sich dieser Zu- 
stand einstellt, wohl haben méchte. Auferdem haben wir unsere 
Versuchsanordnung dermafen zu gestalten angestrebt, dai wir 
uns auf verschiedene Weisen dariiber haben vergewissern 
kénnen, dai hier die Rede von wirklichen Gleichgewichtszu- 
stiinden ist, welche sich durch angemessene Anderungen der 
Krystallisationsbedingungen nach zwei verschiedenen Richtungen 
hin verschieben lassen. 

In den folgenden experimentellen Abschnitten untersuchen 
wir dann die Bedeutung, welche jeder einzelne Faktor fiir sich 
fiir die Krystallisationsgeschwindigkeit des Eieralbumins und 
fiir das Gleichgewicht zwischen den ausgeschiedenen Krystallen 
und der umgebenden Mutterlauge haben kann, indem 

Abschnitt A die Bedeutung der Ammoniumsulfatkonzen- 

tration, 

Abschnitt B den Einflu8{ der Temperatur, 

Abschnitt C den der Wasserstoffionenkonzentration und 

Abschnitt D die Bedeutung der Proteinkonzentration 
in obiger Beziehung behandeln werden. 


A. Die Bedeutung der Ammoniumsulfatkonzentration fur die Kry- 

stallisationsgeschwindigkeit des Eieralbumins und fir das Gleichge- 

wicht zwischen den gebildeten Krystallen und der dieselben umge- 
benden Mutterlauge. 

Versuchsreihe a. Bei den 6 Versuchen, welche diese 
Reihe ausmachen, und welche im Februar 1914 ausgefiihrt 
wurden, waren die Versuchsmischungen solchermafen herge- 
stellt, dafi das Verhiéltnis zwischen Eieralbumin und Wasser 
konstant war, und zwar etwa 10,5 g Eihydrat auf 100 g Wasser, 
wihrend der Gehalt an Ammoniumsulfat einzig variierte (von 
etwa 24 bis 30 g Ammoniumsulfat auf 100 g Wasser). Um 
dies zu erreichen, wogen wir zu jedem Versuch gleich grofe 
Mengen einer ammoniumsulfathaltigen Eieralbuminlésung von 
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genau bekannter Zusammensetzung ab und gaben hierzu ver- 
schiedene, im voraus berechnete Mengen von Wasser und von 
einer starken Ammoniumsulfatl6sung bekannter Zusammen- 
setzung. Nach geendeter Mischung wurden in jedem Versuch 
6 Tropfen Impfungsmaterial zugesetzt, um die Krystallisation 
einzuleiten. Die Versuchsgemische wurden dann bei Zimmer- 
temperatur (etwa 18°) in konischen, mit Kautschukstépseln 
versehenen Kolben unter gutem, tiéglich zu mehreren Malen 
wiederholtem Schitteln der Krystallisation tiberlassen. Nach 
4 Tagen Stehenlassen wurde die eine Hiilfte jedes Versuchs- 
gemisches filtriert, und nach 13 Tagen die andere. Das Fil- 
trieren geschah mit den in der vorhergechenden Abhandlung') 
erwihnten Vorsichtsmabregeln, um Verdainpfung zu vermeiden, 
und der zuerst durchgelaufene Teil des Filtrats wurde beseitigt. 
In abgewogenen Teilen der Filtrate ermittelten wir in der friiher 
beschriebenen Weise?) den Gehalt an Protein- und Ammoniak- 
stickstoff, und die Wasserstoffionenkonzentration der Filtrate 
maben wir elektrometrisch. 

Bei der Bberechnung der Zusammensetzung, sowohl der 
der Filtrate als auch der der urspriinglichen Versuchsgemische, 
haben wir in dieser Abhandlung immer angenommen, daf der 
gesamte Proteinstickstoff in der Form von Eihydrat von der- 
selben Zusammensetzung wie die ausgeschiedenen Krystalle 
vorhanden war, dergestalt, dafB das Gewicht des anwesenden 
Kihydrats durch Multiplikation der Proteinstickstoffmenge mit 
7,865) erhalten werden konite. Diese Rechnungsweise ist 
besonders dazu geeignet, die uns hier beschiiftigenden Ver- 
haltnisse iibersichtlich zu gestalten, indem die Ammoniumsulfat- 
konzentration der Lésung, welche wir in g pro 100 g Wasser 
angeben, wihrend der Krystallisation dann nicht geindert wird, 
wenn das Eieralbumin auch in geléstem Zustande dicjenige 
Wassermenge gebunden hat, mit welcher es spiiter auskry- 
stallisiert. 


Zur niheren Erliuterung der Berechnungsweise sol! hier die Be- 
rechnung einer einzelnen Analyse (Tabelle 39, Versuch Nr. 1, Analyse des 


‘) Diese Zeitschr., Bd. 103, S. 219 (1918). 
*) Lc. S. 220. *) I. c. S. 25. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CIIL. 19 
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Filtrats nach 4-tagiger Krystallisation) mitgeteilt werden; die Mittelwerte 
der ausgefiihrten Stickstoffbestimmungen ergaben, dafi 100 g Filtrat ent- 


hielten: 
9,44 mg Proteinstickstoff, 0,00944 - 7,86 = 0,074 g Eihydrat 


entsprechend, 
4.9092 g Ammoniakstickstoff, 4.9092 - 4,7163 == 23,153 g Ammonium- 


sulfat entsprechend, 
somit enthielten 100 ¢ Filtrat 76,773 g Wasser 

100,000 g 
{ 9,096 ¢ Eihydrat 
\ 30,158 g Ammoniumsulfat. 

Die Versuchsresultate sind in der Tabelle 39 zusammen- 
gestellt und auf der Figur 24 graphisch wiedergegeben, indem 
der Gehalt der Filtrate an Ammoniumsulfat als Abszisse und 
derjenige an Eihydrat als Ordinate aufgefiihrt sind; die Kurve I 
entspricht der 4-taégigen und die Kurve II der 13-tagigen Kry- 
stallisationszeit. 

Es erhellt sowohl aus der Tabelle 39, zweitem, sechstem, 
siebentem und achtem senkrechten Stab, als auch aus den 
Kurven I und II der Figur 24, daB die Krystallisation — wie 
es zu erwarten war — desto schneller anfingt und desto 
schneller und desto vollstindiger verlauft, je grofer 
die Ammoniumsulfatkonzentration ist. Die zwei letzten 
senkrechten Stabe der Tabelle 39 enthalten Erliuterungen tiber 
die Wasserstoffionenkonzentration der Filtrate, welche durch- 
schnittlich dem p,,. = 4,85—4,86 entsprechen; die Wasser- 
stoffionenkonzentration steigt mit steigender Ammoniumsulfat- 
konzentration ganz schwach an, was davon herriihrt, daB die 
angewandte Ammoniumsulfatlésung ein wenig tberschiissige 
Schwefelsiure enthielt. 

Sowohl aus dem Zahlenmaterial der Tabelle 39 als auch 
aus der graphischen Darstellung desselben geht es deutlich 
hervor, daB die Krystallisation — besonders was die ammonium- 
sulfatirmeren Mischungen betrifft — nach 4 Tagen nicht zu 
Ende gebracht ist, und héchst wahrscheinlich darf man an- 
nehmen, dafi der endgiiltige Zustand des Gleichgewichts auch 
nicht nach 13 Tagen erreicht worden ist. Es wiirde deshalb 
von Interesse sein, wenn man den Gleichgewichtszustand von 


Es fanden sich also auf 100 g Wasser 





g. Ethydrat pr. 190 g Wasser 
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der entgegengesetzten Seite erreichen oder sich demselben 
doch wenigstens nahern kénnte, also durch reichliche Kry- 
stallisation in einer ammoniumsulfatreichen Mischung mit nach- 
folgender Lésung der ausgeschiedenen Krystalle durch Zusatz 
von Wasser oder von einer schwachen Ammoniumsulfatlésung; 
ein solches Verfahren haben wir in der nichsten Versuchs- 


reihe befolgt. 
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g Ammoniumsulfat pr. 100 g Wasser. 
Figur 24. 

Versuchsreihe b. Auch in dieser Reihe, welche 10 
im Mai 1916 ausgefiihrte Versuche umfaBt, war das Verhiltnis 
zwischen Eieralbumin und Wasser in den einzelnen Versuchs- 
gemischen sehr nahe ein konstantes, und zwar etwa 7,2 g 
Eihydrat auf 100 g Wasser, und die Versuche wurden ebenfalls 
bei Zimmertemperatur (etwa 18°) angestellt. Die Versuchs- 
ordnung war die folgende: 


19* 





Tabelle 39. 
(Versuchsreihe a, Februar 1914.) 
Vor der Krystallisation enthielt jedes Versuchsgemisch in 300 ccm ca. 25 g Eihydrat oder ca. 10,5 g Eilhydrat auf 100 g Wasser. 
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a. | ! — 100 g Filtrat ent-| Das Filtrat enthielt dem- | Wasserstoff- 
m Me | | - hielten nach pr. 100 g Wasser | ionenkonzentra- 
> _ a an | stallisa- |— : — |---| tion des Filtrats 
= des Ver- | y | tions- 'Protein-. Am- > | Am- | Mittel | (nach 4 tagiger 
7 aK — ; | eo moniak-| ~!- |. ld Ammo-| Krystallisation) 
© die Krystallisation betreffend = stick- i k — ; OR P al ae ee ae 
> suchs rT | stoff in| stot in ry era” sulfat in” reap | | 
rs agen | | | ing ’ 
a | g } mg} g | ing | g  thaltsin g h- 10 | Pi 
ms | ’ , | | | 
= |Es kam sofort beim Mischen ein grofer | | | | 
- _amorpher Niederschlag und in */2 Stunde | | | | | —- | 
a _bildete das Ganze eine diinne wo haggey 4 | 9,44 | 4,9092 | 0,096 | 30,158 | 30 177) 15,28 | 4,816 
© 1. Masse. Am niichsten Tag zeigte sich | > «— + 22 arzo | nary yd 
pS der Niederschlag unter dem Mikroskop | 13 8,54 | 4,9142 0,087 | 30,196 J \ | 
© als ein Gemisch ganz kleiner Krystalle | | | | | 
0 und etwas amorphen Stoffes. | | 
N | \ 
a Ks kam sofort beim Mischen ein ziemlich | | | | 
a grofer amorpher Niederschlag; am nich- i | 15,43 | 4,7998 | 0,157 | 29,307 |) -f 14,13 | 4,850 
: 2. sten Tage zeigte derselbe unter dem Mi- ve ee peters - 29,337 \ | 
iF kroskop ein ganz gleichartiges Aussehen: | 13 | 14,32  4,8077 | 0,146 | 29,367 | j | | 
ganz winzige aber deutliche Krystalle. | | | | 
Es kam kein bleibender amorpher Nie- | | | ! 
derschlag beim Mischen, die Krystalli- ; ae de ae a 2 ee oo? ee 
2 sation fing aber bald an, undnach#/sStd. | 4 66,14 | 44622 | 0,663 26,831 | \ 26 gag | 13,96 | 4,855 
= war ein reichlicher, krystallinischer Nie- | 13 | 62.93 | 449699 | 0631 | 26827/f °°” f 
a0 derschlag vorhanden, welcher unter dem 
Nn Mikroskop das normale Aussehen hatte. | 
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2170 g einer Eieralbuminlisung von bekannter Zusammen- 
setzung wurden mit 2157 g einer starken Ammoniumsulfatlésung 
ebenfalls von bekannter Zusammensetzung, nebst 60 g Wasser 
und einigen Tropfen Impfungsmaterial versetzt. Die erhaltene 
Lésung, die sehr bald zu krystallisieren anfing, enthielt auf 


100 g Wasser 
9,933 g Eihydrat und 
28,348 g Ammoniumsulfat. 

Nach Stehenlassen tiber Nacht, wodurch eine reichliche 
Krystallisation eingetreten war, wurden weitere 413g der 
starken Ammoniumsulfatl6sung zugesetzt, wonichst die Masse 
nach einigen Stunden unter gutem Schiitteln dem Krystallisieren 
iiberlassen wurde. Aus der solchermafen erhaltenen Mischung 
von Krystallen und Mutterlauge, welche Mischung auf 100 g 


Wasser 
9,143 g Eihydrat und 
30,128 g Ammoniumsulfat 

enthielt, wogen wir 10 Proben, jede von 400 g in konischen 
mit Kautschukst6pseln verschlossenen Kolben ab, und jede 
dieser Proben wurde unter sorgfaltigem Schiitteln und ganz 
langsam mit 80 ccm einer Ammoniumsulfatlésung, deren Kon- 
zentration bei den verschiedenen Versuchen eine verschiedene 
war, versetzt. Bei Versuch Nr. 1 kam die stirkste Konzen- 
tration zur Anwendung, und diese Konzentration war solcher- 
weise bemessen, daf der Gehalt an Ammoniumsulfat in 100 g 
Wasser dieses Versuchsgemisches durch den Zutat der 80 ccm 
nicht geindert wurde. Bei Versuch Nr. 10 wurde reines Wasser 
und bei den zwischenliegenden Versuchen wurden Ammonium- 
sulfatldsungen zwischenliegender, angemessen ausgewahlter 
Konzentration zugesetzt. Wiéhrend der ersten Stunde nach der 
Zutat wurden die Kolben zum wiederholten Male geschiittelt, 
woniichst ein Drittel jedes Gemisches filtriert wurde; das 
zweite Drittel wurde am niachsten Tage filtriert, waihrend der 
Rest erst nach 4 Tagen filtriert wurde. Das Filtrieren ge- 
schah wie bei der Reihe a unter den iiblichen Vorsichtsmai- 
regeln, und die Filtrate wurden analysiert; jedoch bestimmten 
wir den Ammoniakstickstoff nur im Filtrat von der zweiten 
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Filtration. Die Ergebnisse der Analysen finden sich in der 
Tabelle 40. 

Es erhellt aus der Tabelle 40, zweitem, drittem und 
viertem senkrechten Stab, daB der Eihydratgehalt der Filtrate 
von der ersten bis zur dritten Filtrierung zwar nicht wesent- 
lich geandert wird, jedoch aber immer im dritten Filtrat kleiner 
ist als im ersten und zweiten. Dieses Sinken des Eihydrat- 
gehalts liegt gewOhnlich innerhalb der Grenzen der Versuchs- 
fehler, in ein paar Fallen ist es jedoch gréfer und mufi dem 
Umstand zugesclirieben werden, daB es uns nicht gelungen 
ist die Schwierigkeit ganz zu vermeiden, welche darin liegt, 
daB ein Zusatz von Wasser oder schwacher Ammoniumsulfat- 
lésung zu einem Brei von Krystallen und Mutterlauge stellen- 
weise, wo die Tropfen eben hinfallen, eine so schnelle und reich- 
liche Lésung der Krystalle bewirken kann, daf die in Lésung 
gegangene Kieralbuminmenge grdSer wird als diejenige, die 
dem Gleichgewichtszustand entspricht. Im grofen und gan- 
zen gilt es indessen, da&B die Anderungen des Ki- 
hydratgehalts von erster bis zu dritter Filtrierung 
so geringfiigig sind, daf wir es hier héchst wahr- 
scheinlich mit einer Konzentration zu tun haben, 
welche von dem wirklichen Gleichgewichtszustand 
des Systems jedenfalls nicht weit entfernt ist. 


Da nun diese Versuchsreihe bei derselben Temperatur 
wie die Reihe a ausgefiihrt ist, und da die Wasserstoffionen- 
konzentrationen der Filtrate — wie es die zwei letzten senk- 
rechten Stibe der Tabelle 40 zeigen — von einigermafen den 
gleichen Gréfen!) wie in der Reihe a sind, so haben wir auf 
Figur 24 neben den zwei der Versuchsreihe a entsprechenden 
Kurven (I und II) die Versuchsreihe b wiedergegeben (Kurve III), 
indem die Zahlen des sechsten und siebenten senkrechten 
Stabes der Tabelle 40 uns als Koordinaten gedient haben. 


‘) Der Mittelwert von Pa. ist 4,84; im Gegensatz zu dem, was wir 
in der Versuchsreihe a fanden, ist die Wasserstoffionenkonzentration in 
der Versuchsreihe b sinkend mit steigender Ammoniumsulfatkonzentration, 
was davon herriihrt, dah die angewandte Ammoniumsulfatlisung kleine 
Mengen iiberschiissiges Ammoniak enthielt. 
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Tabelle 40 (Versuchsreihe b, Mai 1916). 
Alle Versuchsfliissigkeiten enthielten etwa 7,2 g Eihydrat auf 100 g Wasser. 









































| 100 g Filtrat enthielten | 100g (Das zweite Filtrat Wasserstoff- 
; Eihydrat Filtrat, jenthielt somit auf} ionenkonzen- 
3 Elsie! ‘zweite| dritte zweite 100 g Wasser tration des 
- Filtrie-| Filtrie- | Filtrie- shane awerpen 
— rung | rung | rung po hogs a ee eee ___ Filtrats. | ae 
g (nach | (nach | (nach | | Ammo- | 

. |1Stun-| 1 Tag) |4 Tagen) Ammoni- hydrat) nium- | 
Z | de) | | umsulfat | sulfat 

ae ee g s| ¢ jhe te 

| | | } 

1 | 0,075 | 0,076 | 0,072 | 23,131 | 0,099) 30,121 | 11,70 | 4,932 
2 | 0,123 | 0,118 | 0,116 | 22,520 | 0,153} 29,110 | 12,56 | 4,901 
3 | 0190 | 0,191 | 0,185 21,996 | 0,245 | 28,268 | 13,49 | 4,870 
4 | 0,296 | 0,800 | 0,288 | 21,442 | 0,383 | 27,399 | 14,72 | 4,832 
5 | 0,479 | 0,467 | 0,460 | 20,782 | 0,593} 26,390 | 15,00 | 4,824 
6 | 0,630 | 0,622 | 0,606 | 20,393 | 0,787| 23,819 | 15,70 | 4,804 
7 | 0,02 | 0,827 | 0,790 | 20,007 | 1,045 | 25,272 | 15,42 | 4,812 
g | 1.078 | 1,079 | 1,049 | 19,621 1361 | 24.743 | 15,88 | 4,813 

g | 1.376 | 1378 | 1,359 | 19,199 | 1,735. | 24,173 | 16,56 | 4,781 
: | 1,731 | 1,686 | 1,672 | 18,857 2,122 23,732 | 15,96 | 4,797 





Vergleicht man die drei Kurven der Figur 24 und geht man 
davon aus, dai Kurve III den Gleichgewichtszustand des 
Systems darstellt, dann kommt man zu dem Schlu8, der schon 
oben (siehe S. 276) angedeutet worden ist, daf die Krystal- 
lisation in der Versuchsreihe a selbst nach 13 Tagen 
nicht vollstindig beendet ist, und daf der Zustand 
des Systems desto mehr vom Gleichgewicht abweicht, 
je kleiner die Ammoniumsulfatkonzentration ist.) 


') Bei obigem Vergleich der Kurven I, II und III haben wir davon 
abgesehen, dafs die Wasserstoffionenkonzentration der Filtrate nicht in 
allen Versuchen ganz dieselbe ist, ja, nicht einmal immer in korrespon- 
dierenden Versuchen der beiden Reihen dieselbe ist. Es geht aus den 
Tabellen 39 und 40 hervor, dafi bei gréferen Ammoniumsulfatkonzen- 
trationen die Filtrate von der Reihe a eine gréfere Wasserstoffionen- 
konzentration als diejenige von b haben, wiabrend das Verhiltnis bei 
niedrigen Ammoniumsulfatkonzentrationen das umgekehrte ist. 

Mittels der im Abschnitt C beschriebenen Versuche tiber die Be- 
deutung der Wasserstoffionenkonzentration fiir den Gleichgewichtszustand, 
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Die oben beschriebenen zwei Versuchsreihen haben somit 
gezeigt, daB die Auskrystallisation des Eihydrats so langsam 
von statten geht, besonders bei schwachen Ammoniumsulfat- 
konzentrationen, dai es kaum méoglich ist, einen wirklichen 
Gleichgewichtszustand auf diesem Wege innerhaib einer pas- 
senden Zeit zu erreichen. Dieser Schlu$ ist natiirlich nur 
dann stichhaltig, wenn die beiden Versuchsreihen a und b 
wirklich mit einander verglichen werden kénnen, da wir also, 
anders gesagt, in diesen Reihen, die mit einem Zwi- 
schenraum von zwei Jahren und mit zwei verschie- 
denen Eieralbuminlésungen angeste!lt worden sind, 
wirklich mit demselben Stoff gearbeitet haben, und 
da8B demzufolge der Gleichgewichtszustand in beiden 
Reihen derselbe sein muh, 

Als Stiitze der obigen Deutung unserer Versuchsresultate 
werden wir deshalb noch eine Versuchsreihe, c, mitteilen, in 
welcher wir eine dritte Eieralbuminlésung in der Weise be- 
nutzten, daf wir in einigen Versuchen direkte Ankrystallisation 
wie in der Versuchsreihe a, wihrend wir in anderen das Ver- 
fahren der Reihe b benutzten. Da es auch bei diesen mit 
derselben Eieralbuminprobe angestellten, unten niher beschrie- 
benen Versuchen sich als unmdglich zeigte, einen wirklichen 
Gleichgewichtszustand durch direkte Auskrystallisation zu er- 
reichen, wiéhrend dies durch das unter Versuchsreihe b be- 
schriebene Verfahren zu erlangen war, so sehen wir keinen 
Grund dazu, eine andere Erklirung der in den Reihen a und 
b erhaltenen Ergebnisse als die obige zu suchen. 

Versuchsreihe c. Diese Reihe bestand aus 5 Ver- 





kann man sich einen Begriff davon machen, welches das Resultat der 
Versuchsreihe b gewesen sein wiirde, wenn die Filtrate dieser Reihe 
dieselbe Wasserstoffionenkonzentration gehabt hitten, wie die Filtrate 
entsprechender Ammoniumsulfatkonzentrationen der Reihe a. Benutzt 
man die solcherweise korrigierten Versuchsresultate zur Konstruktion der 
Kurve III, so stellt es sich heraus, dafs diese Kurve bei den stirkeren 
Ammoniumsulfatkonzentrationen ein wenig niedriger und bei den nie- 
drigeren Ammoniumsulfatkonzentrationen ein wenig hiher ausfillt als 
auf Fig. 24 gezeigt, die Verschiebungen sind aber so klein, da sie in 
dem obigen Gesamtbild der Versuchsresultate nichts andern kénnen. 
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suchen, welche im November 1914 angestellt wurden. ~Die 
Versuchstemperatur war die des Zimmers (18°) und es wurde 
bei den Versuchen angewandt: 

a) eine Kieralbuminlésung, die auf 100 g Wasser 


30,679 g Eihydrat und 
16,767 g Ammoniumsuifat enthielt; 


8) eine starke Ammoniumsulfatlésung, die auf 100g 
Wasser 33,090 g Ammoniumsulfat enthielt und 

Y) eine schwache Ammoniumsulfatlésung, die auf 
100 g Wasser 16,120 g Ammoniumsulfat enthielt. 

Jedes der 5 Versuchsgemische enthielt 200 cem der Eier- 
albuminlésung, wozu kamen in 


Nr. 1: 300 ccm starke Ammoniumsulfatlésung + 10 
Tropfen Impfungsmaterial. 


Nr. 2: ganz wie Nr. 1, nach 2-tagiger Krystallisation aber 
wurden 100 ccm schwache Ammoniumsulfatlisung zugegeben. 


Nr. 3: ganz wie Nr. 1, nach 2-tagiger Krystallisation aber 
wurden 200 ccm schwache Ammoniumsulfatlésung zuge- 
geben. 

Nr. 4: zu der Eieralbuminlésung wurden sofort 100 ccm 
schwache und danach 300 ccm starke Ammoniumsulfat- 
lésung nebst 10 Tropfen Impfungsmaterial gegeben. 

Nr. 5: ganz wie Nr. 4, nur wurden nicht 100, sondern 
200 ccm der schwachen Ammoniumsulfatlésung zugegeben. 


Hieraus ersieht man, dafi die Versuchsgemische Nr. 2 
und Nr. 4 dieselbe Zusammensetzung hatten, und das gleiche 
war mit Nr. 3 und Nr. 5 der Fall. Die Versuchsanordnung war 
indessen eine verschiedene, indem das in der Versuchsreihe a 
gebrauchte Verfahren bei Nr. 4 und Nr. 5 benutzt wurde, 
wahrend Nr. 2 und Nr. 3 wie unter Versuchsreihe b beschrieben 
ausgefiihrt wurden. Was schlieflich Nr. 1 betrifft, so wurde 
dieser Versuch hauptsichlich gemacht, um zu konstatieren, 
wie weit die Krystallisation in Nr. 2 und Nr. 3 nach zwei 
Tagen, vor dem Zusatz der schwachen Ammoniumsulfatlésung, 
vorgeschritten war. Zu angemessenen Zeiten wurden aus 
den Versuchsgemischen Proben herausgenommen, welche in 





LT RR SRERR ERTIES 


erste TTS LITE MRREL SEIN at 


Proteinstudien. IV. Mitteilung. 285 


derselben Weise wie bei den Versuchsreihen a und b filtriert 
und analysiert wurden. 

Die erste Probenahme geschah, nachdem alle 5 Versuchs- 
gemische 2 Tage der Krystallisation tiberlassen gewesen waren, 
die schwache Ammoniumsulfatlésung den Gemischen Nr. 2 
und Nr. 3 zugegeben war, und diese letzteren unter wieder- 
holtem Schiitteln 1 Stunde gestanden hatten. 4 Stunden spiter 
wurden wieder Proben aus Nr. 2 und 3 genommen, nicht aber 
aus den iibrigen, was auch der dritten Probenahme galt, 
welche am folgenden Tag stattfand. Dagegen wurden bei den 
spiteren Filtrierungen Proben aus simtlichen Versuchsgemischen 
genommen. Die Analyseresultate sind in der Tabelle 41 zu- 
sammengestellt. 

Betreffs des in der Tabelle 41 zusammengestellten Zahlen- 
materials ist vorerst zu bemerken, dah die eingeklammerten 
Zahlen des siebenten senkrechten Stabes, welche den Eihydrat- 
gehalt von 100g Filtrat nach 6-wéchentlicher Krystallisation 
angeben, nur mitgenommen sind, um ein Verhiltnis zu be- 
leuchten, welches wir bei Untersuchungen dieser Art bisweilen 
angetroffen haben. 

Es zeigt sich oft, aber nicht immer, dai sich das aus- 
krystallisierte Eieralbumin in Mischungen von Niederschlag 
und umgebender Mutterlauge durch hinliinglich langes Stehen- 
lassen bei Zimmer- oder héherer Temperatur nach und nach 
wieder lést, dermafien, daB der Eihydratgehalt der Mutterlauge, 
statt abzunehmen, vielmehr wiichst. Wir hegen keinen Zweifel, 
daB es sich hier um einen bakteriellen ProzeB handelt, wo- 
durch krystallisierbares Eieralbumin in eine nicht krystalli- 
sierbare, leichter lisliche Verbindung verwandelt wird. Diese 
Verwandlung bezeichnet, wie wir schon in einer friiheren Ab- 
handlung!) bemerkt haben, wahrscheinlich die erste Stufe des 
Abbaus des krystallisierbaren Eieralbumins und ist mutmaBlich 
von nicht sehr tiefgreifender Art, denn das gebildete, nicht 
krystallisierbare Eieralbumin koaguliert gleichwie das kry- 
stallisierbare, und es entstehen bei der Umbildung nur ganz 
winzige Mengen nicht koagulierbarer Verbindungen. 


*) Diese Zeitschr., Bd. 103, S. 44. 





- Tabelle 41. 


(Versuchsreihe c, November 1914.) 















































Versuchsmischung Nr. 1 enthielt in allem ca. 11,5 g Eihydrat auf 100 g Wasser 
6. » > 2 WW. 4 » » » > 9,3 » » > 100 > » 
=, > > 3 > 5 > > > > 7,9 > » » 100 > » 
He) 
om , oe on | l | - 
s 100 g Filtrat enthielten Eihydrat | 100 ¢ | oe rng | Der auf Wassccstott. 
> oes ee a ee ee ee i | Filtrat | er der Kurvel bezw.| . : 
= = Nr. | hei der | bei der oe _, | bei der | bei der |enthielten\Vierten Fil-| y1 (Fig. 24) | nemkonzen 
_ vei der | ; bei der | bei der | nl bei der |trierung) ent-|ahselesene teation 
- des | ersten |4¥°!'°"| gritten | vierten | finften jsechsten palryad hielt somit | a a 
= yc, | Filtrie- | | Filtrie- | Filtrie- | Vietten| “ves |, und dann | des Filtrats 
: Vor- | Filtrie- | | Filtrie- | Filtrie- | | | Filtrie- aut 100g korrigierte 
: rung (nach “Ti nach’ rung (nach rung (nach pet? | 2a rung Am- Wasser Nerds = (vierte Fil- 
g hs | 2 Tagen agen l2-+1Tag.)i2+3Tag.)| “0 O° | oe | ae | ceo | — ctrierun 
. = agen) 5 Std.) | diate | Te Tagen) | Tagen) | Sulfat hydrat| De der Filtrate | ane 
o | 
> | g = = 2 +. ¢ g g g | g ‘h- 10°| Pry. 
™ | | | | | | | | | 
7 1 0,235 | 0,236 | 0,228 | (0,236) | 21,395 | 0,301 27,300 0,365 | 21,98) 4,658 
df | | | | | | | 
uv 2 0,632 | 0,634 0,633 0,641 | 0,640 | (0,664) | 20,019 | 0,808 | 25,232 0,823 | 21,93) 4,658 
| | | | | | | | | 
3 1,262 1,271 | «1,263 | 1,278 | 1,266 | (1,313) | 18,963 | 1,599 | 23,774 1,67 | 21,73) 4,663 
| | | | | | | 
4 0,819 | | 0,774 | 0,731 | (0,743) | 20,011 | 0,977 | 25,262, 0,987 | 21,78 4,662 
5 1,662 | | ' 1,538 | 1,438 | (1,431) | 18,917 | 1,933 | 03,782 1,967 | 21,73) 4,663 





j } ' 
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Sieht man nun von den Zahlen des siebenten senkrechten 
Stabes ab, dann zeigt die Tabelle 41, da6, waihrend in den 
Versuchen Nr. 2 und Nr. 3, wo eine Wiederauflésung schon 
auskrystallisierten Niederschlages stattgefunden hat, ein wirk- 
licher Gleichgewichtzustand erreicht worden ist, so ist dieses, 
was die iibrigen Versuche betrifft, bei welchen das direkte 
Krystallisationsverfahren angewandt wurde, nicht der Fall. 
Im Versuch Nr. 1, wo die Ammoniumsulfatkonzentration stark 
ist, tritt dieses Verhaltnis nicht deutlich hervor, in den Ver- 
suchen Nr. 4 und 5 aber ist das Sinken des Eihydratsgehalts 
der Filtrate wahrend der Krystallisation deutlich und nicht zu 
verneinen. 

Man ersieht ebenfalls, dab, obschon der Ammoniumsulfat- 
gehalt (zehnter senkrechter Stab) in den Versuchen Nr. 2 und 
und 4 bezw. Nr. 3 und 5 derselbe ist, so ist jedoch der Ei- 
hydratgehalt um ein bedeutendes geringer in Nr. 2 und Nr. 5 
als in den entsprechenden Versuchen mit direkter Krystalli- 
sation und das dem ungeachtet, daB es dieselbe Kieralbumin- 
ldsung ist, welche bei siimtlichen Versuchen angewandt ist. 
Die qualitativen Verhdltnisse dieser Versuchsreihe entsprechen 
also ganz denjenigen, die wir bei den beiden ersten Reihen 
fanden, und es wird deshalb von Interesse sein zu sehen, ob 
die Ubereinstimmung der Resultate der drei Versuchsreihen 
noch weiter geht. 

Wir betrachten zuerst die Versuche direkter Krystalli- 
sation (Reihe c Nr. 1, Nr. 4 und Nr. 5), welche also mit der 
Versuchsreihe a zu vergleichen sind. Da die Werte des Ki- 
hydratgehalts, Tabelle 41, neunter und zehnter Stab, einer 
zusammengenommenen 5-lagigen Krystallisation entsprechen, 
wird es das natiirlichste sein, die Kurve I der Figur 24 zum 
Vergleich heranzuzichen, weil diese Kurve einer Krystalli- 
sationszeit von 4 Tagen entspricht. Der Kurve I kann man 
jetzt ablesen, welchen Eihydratgehalt das Filtrat haben muB, 
wenn der Ammoniumsulfatgehalt derjenige ist, welcher im Ver- 
such Nr. 1, bezw. Nr. 4 oder Nr. 5 (Versuchsreihe c) gefunden 
wurde, und wenn die beiden Reihen a und ¢ direkt verglichen 
werden kénnen. Eine solehe Ablesung der Kurve I gibt in- 
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dessen weit grofere Zahlen als die in der Tabelle 41, neuntem 
Stab aufgefiihrte. Das riihrt davon her, daf die beiden Ver- 
suchsreihen nicht direkt zu vergleichen sind, weil die Wasser- 
stoffionenkonzentration der Filtrate der Reihe c — wie aus 
den beiden letzten Staben der Tabelle 41 hervorgeht — weit 
groBer (und zwar dem p,,. = ca. 4,66 entsprechend) ist als die- 
jenige der Reihe a (wo p,,. durchschnittlich 4,85—4,86 ist). 
Hieraus folgt indessen, wie in einem folgenden Abschnitt 
(s. S. 299) gezeigt wird, daB der Eihydratgehalt der Filtrate der 
Versuchsreihe c kleiner als der der Kurve | abgelesene sein 
soll. Weiter kann man mittels der Kurven, welche die Ab- 
hangigkeit der bei der Krystallisation in der Mutterlauge zuriick- 
bleibenden Menge Eihydrat von der Wasserstoffionenkonzen- 
tration graphisch wiedergeben (Fig. 26, S. 305), schatzen, daB 
das Filtrat bei einer Wasserstoffionenkonzentration, welche 
Py: = 4,66 entspricht, nur 68 Prozent derjenigen Menge Ei- 
hydrat enthalt, welche unter sonst gleichen Umstanden in einem 
Filtrat mit einer Wasserstoffionenkonzentration, welche dem 
Py; = 4,85 entspricht, vorhanden ist. Multipliziert man des- 
halb die der Kurve I abgelesenen Zahlen mit 0,68, so be- 
kommt man Werte der Eihydratmenge der Filtrate entsprechend, 
welche mit der in der Tabelle 41, neuntem Stab angefiihrten, 
innerhalb der Grenzen der Versuchsfehler, zusammenfallen 
sollen. Die solchermafen der Kurve I abgelesenen und sodann 
mit 0,68 multiplizierten Zahlen sind im elften Stab der Tabelle 41 
aufgefiihrt. 

In ganz derselben Weise sind die Versuche Nr. 2 und 
und Nr. 3 (Versuchsreihe c) mit der Versuchsreihe b verglichen, 
und von ganz entsprechenden Betrachtungen, wie die oben 
angefiihrten, ausgehend, sind die der Kurve Ill direkt abge- 
lesenen Werte des Eihydratgehalts mit 0,77 multipliziert wor- 
den, wonichst die solchermaBen erhaltenen, korrigierten Werte 
ebenfalls im elften Stab der Tabelle 41 aufgefiihrt sind. 

Vergleicht man jetzt die Zahlen des neunten und elften 
Stabes der Tabelle 41 unter einander, so findet man eine so 
schéne Ubereinstimmung, wie man es nach den vorliegenden 
Umstinden nur erwarten darf, und wir meinen uns deshalb 
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berechtigt, den Schlufi zu ziehen, da8B sich die drei ver- 
schiedenen Eieralbuminlésungen bei den hier erwahn- 
ten Versuchen in derselben Weise verhalten haben. 


B. Die Bedeutung der Temperatur fur die Krystallisationsgeschwin- 
digkeit des Eieralbumins und fir den Gleichgewichtszustand zwischen 
dem auskrystallisierten Niederschlag und der umgebenden Mutterlauge. 


Versuchsreihe d. Unter den 6 dieser Reihe ange- 
horigen Versuchen, welche im September 1914 ausgefihrt 
wurden, hatten die 3 (mit R, S und T bezeichnet) die gleiche 
Ammoniumsulfatkonzentration (27,220 g Ammoniumsulfat auf 
100 g Wasser), wihrend die anderen 3 (mit r, s und t be- 
zeichnet) eine etwas niedrigere Konzentration (26,007 g Am- 
moniumsulfat auf 100 g Wasser) besafen. Die Temperatur 
der Krystallisation war fir R und r 0° (die Kolben standen in 
Eis im Eisschrank), fiir S und s 12° (Panums Thermostat) 
und fiir T und t 24° (Panums Thermostat). Ubrigens war 
die Versuchsanordnung die gewOohnliche, bei der Versuchsreihe 
a beschriebene; fiir die Analyse der Filtrate wurden Proben 
nach bezw. 2, 6 und 31 Tagen entnommen. 

Die Krystallisation ging in den Versuchen bei 0° nur 
langsam vonstatten. In R fand sich nach mehreren Stunden 
nur wenig Niederschlag und derselbe zeigte sich unter dem 
Mikroskop als runde, amorphe Massen, mit einzelnen Krystall- 
biindeln vermischt; erst nach 2 Tagen war alles amorphes 
verschwunden, und ein reichlicher, aus schénen nadelf6rmigen, 
aber nicht besonders grofen Krystallen bestehender Nieder- 
schlag vorhanden. In r trat erst nach eintaégigem Stehenlassen 
eine einigermafien reichliche Menge Krystalle von normalem 
Aussehen auf. 

Bei 12° und besonders bei 24° ging die Krystallisation 
weit schneller als bei 0° vor sich, und der gebildete Nieder- 
schlag war sofort schén krystallinisch. 

In vollem Einklang mit dem oben Angefiihrten gaben die 
Filtratanalysen, deren Resultate in der Tabelle 42 zusammen- 
gestellt sind, dai die Geschwindigkeit der Krystalli- 
sation bei 0° bedeutend kleiner als bei 12° und bei 
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24° ist. Auferdem scheinen die Analysenresultate 
anzudeuten, dai der Zustand des Gleichgewichts bei 
0° von demselben bei den h6heren Temperaturen we- 
sentlich verschieden ist, indem die Lésung selbst nach 
31 Tagen in den Versuchen bei 0° bedeutend mehr Eihydrat 
enthalt als in den anderen Versuchen. Um dieses, sowie auch 
andere hierher gehorige Verhiltnisse etwas naéher zu beleuchten, 
haben wir die folgende Versuchsreihe angestellt. 


Tabelle 42. 
(Versuchsreihe d; September 1914.) 
Die Versuchsmischungen enthielten in allem ca. 8,6 g Eihydrat auf 
100 g Wasser. 








Das Filtrat enthielt auf 100 g Wasser 

















Marke Versuchs- | | Eihydrat 
des | tempera- | Ammo- | bei | bei | bei 
| ern | der ersten |der zweiten der dritten 
Versuchs | tur | Filtrierung | Filtrierung | Filtrietung 
_ sulfat  (nach2Tagen)(nach6 Tagen) (nach 21 Tag.) 
} | / 
| g | oS a 
R | 0° 27,220 | 0,815 | 0,749 0,661 
S | 42° 27,220 | 0,474 | 0,429 0,381 
T | 24° | 27,220 | 0,406 | 0,391 0,362 
r | 0° | 26007 | 1,712 | 1,584 1,395 
s | 12° | 26007 | 0,956 | 0877 0,781 
t | 24 26,007 | 0805 | 0,744 | 0,714 


Versuchsreihe e. Diese Reihe, welche im Februar 1915 
ausgefiihrt wurde, bestand aus 12 Versuchen; die Krystalli- 
sationstemperaturen waren 0°, 12°, 20° und 29° und es wur- 
den 3 Versuche bei jeder Temperatur gemacht. Diese 3 Ver- 
suche wurden nach denselben Prinzipien wie die Versuchs- 
reihe c ausgefiihrt. Wir benutzten also bei den 3 Versuchen 
gleich grofe Mengen (100 ccm) einer Eieralbuminlosung ge- 
kannter Zusammensetzung, hierzu wurden beim ersten Versuch 
sofort 100 ccm einer «starken» Ammoniumsulfatlisung gegeben, 
und ebenso beim zweiten, hier wurden aber nach einigen Tagen 
auBerdem noch 100 ccm «schwache» Ammoniumsulfatlésung 
zugefiigt; beim dritten Versuch dagegen wurden sofort 100 ccm 
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«schwache» und unmittelbar darauf 100 ccm «starke» Ammo- 
niumsulfatl6sungen zugegeben. 
Die 3 bei O° angestellten Versuche wurden demnach 
folgendermaben ausgefiihrt: 
Nr. 1: 100 ccm Eieralbuminlésung -- 100 ccm «starke> 
Nr. 2: 100 ccm > + 100 cem > 
-- (nach 5 Tagen) 100 ccm «schwache> 
Nr. 3: 100 ccm Eieralbuminlisung -- 100 cem «schwache» -}- 
(sofort) 100 ccm «starke>». 


Nach ganz demselben Schema wurden Nr. 4, 5 und 6 
bei 12°, Nr. 7, 8 und 9 bei 20° und Nr. 10, 11 und 12 bei 
29° angestellt, nur wurden die 100 ccm «schwache» in Nr. & 
und Nr. 11 nicht erst nach 5, sondern dagegen schon nach 
2 Tagen zugegeben. 

Nr. 1, Nr. 4, Nr. 7 und Nr. 10 hatten also die gleiche 
Zusammensetzung der Versuchsfliissigkeit, und diese konnte 
von der bekannten Zusammensetzung der Eieralbuminlésung. 
der «starken» und der «schwachen» Ammoniumsulfatlésung 
die folgende zu sein berechnet werden: 

6,955 g Eihydrat ) 
und 28,233 g Ammoniumsulfat f 
Die gesamten, tibrigen Versuchsfliissigkeiten hatten eine 
Zusammensetzung, die zu 
4,467 g Eihydrat \ 
und 24,044 ¢ Ammoniumsulfat f 
berechnet wurde. 

Die Versuchsanordnung war iibrigens die iibliche, indem 
natiirlich hier wie in der vorigen Versuchsreihe dafiir gesorgt 
wurde, daf die zur Herstellung der Versuchsfliissigkeiten die- 
nenden LOsungen vor der Mischung auf die Versuchstemperatur 
gebracht wurden; auch war es so eingerichtet, daB Probenahme 
und Filtrierung bei der Versuchstemperatur vor sich gingen. 

Alle diejenigen Versuchsgemische, welche nicht mit 
«schwacher» Ammoniumsulfatl6sung versetzt worden waren, 
waren nach dem Zusammenmischen mehr oder weniger unklar, 
keine von ihnen aber enthielten Kliimpchen von amorphem Stoff. 
Schon nach einer halben Stunde hatte die Krystallisation dieser 


saimtlichen Fliissigkeiten angefangen, die Proben bei 20° und 29” 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CIII. 20) 


auf 100 g Wasser. 


auf 100 g Wasser 
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krystallisierten zuerst und am reichlichsten, die bei 0° am lang- 
samsten, in allen Fillen aber zeigte sich der gebildete Nieder- 
schlag unter dem Mikroskop als ein deutlich krystallinischer. 

Dagegen krystallisierten die vier Mischungen, welche 
suwohl «schwache» als auch «starke>» Ammoniumsulfatl6sung 
enthielten, nur langsam, und ganz besonders diejenige hei 0°. 
Nach einem Tag war reichliche Krystallisation in Nr. 9 und 
Nr. 12 und einigermaBen reichliche Krystallisation in Nr. 6 ein- 
getreten, wihrend eine ausgesprochene, aber bei weitem nicht 
reichliche Krystallisation sich erst nach mehreren Tagen in 
Nr. 3 wahrnehmen lieB. 

Die Analysenresultate dieser Versuchsreihe sind in der 
Tabelle 43 nebst den Zeitpunkten der Probenahmen zusammen- 
gestellt; hier soll nur bemerkt werden, daf in denjenigen Ver- 
suchen (Nr. 2, Nr. 5, Nr. 8 und Nr. 11), bei welchen «schwache» 
Ammoniumsulfatlosung nach einigen Tagen zugegeben wurde, 
um den Gleichgewichtszustand durch Wiederauflésen sehon 
gebildeten Niederschlags zu erreichen, die Probenahme !/2 Stunde 
(erste Filtrierung), 5 Stunden (zweite Filtrierung), 1 Tag (dritte 
Filtrierung) und 4 Tage (vierte Filtrierung) nach dem Zusatz 
der «schwachen» Ammoniumsulfatlésung stattfand. 

Die Bestimmung der Ammoniakstickstoffmenge wurde in 
simtlichen Versuchen nur in einem der Filtrate (vierter Fil- 
trierung) ausgefiihrt. Bei diesen Bestimmungen fanden sich 
auf 100 g Wasser in 

Nr. 1: 28,211 g Ammoniumsulfat 





> 4: 28,227 g > 
>» 7: 28,265 g > 
bcc 


Mittel: 28,233 g Ammoniumsulfat. 
Nr. 2: 24,027 g Ammoniumsuifat 
3 


» 3: 24,070 g > 
>» 5: 24,052 g > 
>» 6: 24,055 g . 
> 8: 24,033 g > 
» 9: 24,005 g » 
> 11: 24,054 g > 
» 12: 24,052 g > 


Mittel: 24,044 Ammoniumsulfat. 
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Aus diesen Zahlenreihen ersieht man, dab die 4 bezw. 
8 Versuchsgemische praktisch genommen dieselbe Ammonium- 
sulfatkonzentration gehabt haben, indem die Abweichungen 
vom Mittel so klein sind, da sie sehr wohl von Analysen- 
fehlern herstammen kénnen; in der Tabelle 43 sind daher auch 
nur die Mittelwerte aufgefiihrt. 

Endlich mu8 noch bemerkt werden, dafi nach der vierten 
Probenahme die Versuchstemperatur in mehreren der Ver- 
suche gewechselt wurde. Damit verbanden wir die Absicht 
zu untersuchen, ob es mdglich sein solle, eine Verschiebung 
des Gleichgewichts durch Temperaturwechsel hervorzurufen; 
hiertiber geben die 5 untersten wagerechten Reihen der Tabelle 
Erlauterung. 

Wir betrachten zuerst denjenigen Teil der Tabelle 43, 
welcher die Analysenresultate der vier ersten Filtrate wieder- 
gibt. Dieselben Resultate sind durch die 4 Kurvensysteme der 
Figur 25 graphisch dargestellt, indem die Krystallisationsdauer 
in Tagen als Abszisse dient, wahrend der Eihydratgehalt des 
Filtrats auf 100 g Wasser als Ordinate fungiert. 

Betrachten wir eins der Kurvensysteme etwas genauer, 
z. B. dasjenige, welches der Temperatur 20° entspricht und also 
die Versuche Nr. 7, Nr. 8 und Nr. 9 umfaft, dann ist die Ge- 
stalt der Nr. 7 und Nr. 9 entsprechenden Kurven ohne weiteres 
verstindlich. Schon die Zahlen der Tabelle 43 zeigen es, sehr 
iibersichtlich tritt es aber auf der Figur hervor, daf in Nr. 7 
die Krystallisation schon nach 2 Tagen beinahe zu Ende gefiihrt 
ist, wahrend in Nr. 9, wo die Ammoniumsulfatkonzentration 
weit geringer ist, dieses noch weit davon entfernt ist der 
Fall zu sein. 

Was den Versuch Nr. 8 betrifft, so ist anzunehmen, daf 
die Krystallisation wihrend der ersten 2 Tage ganz wie im 
Versuch Nr. 7 verliuft, sodann wird ja aber Nr. 8 mit der 
«schwachen» Ammoniumsulfatlésung versetzt, und die Figur 
zeigt deutlich, wie der Eihydratgehalt der Losung dadurch 
vergréert wird, und wie er schon bei der ersten Probenahme 
(‘/2 Stunde spiiter) den maximalen, nahezu konstanten Wert 


erreicht hat, welcher dem Gleichgewichtszustand unter den ob- 
20* 
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waltenden Umstianden entspricht. Ebenfalls zeigt die Figur, 
dafi die Kurve Nr.9, dem Versuch mit direkter Auskrystalli- 
sation entsprechend, sich zwar der Kurve Nr. 8 niahert, daB 
aber doch immer ein deutlicher Abstand zwischen diesen 
Kurven bleibt, was ja bedeutet, dafi im Versuche Nr. 9 das 
Gleichgewicht selbst nach 6-tagiger Krystallisation nicht er- 
reicht worden ist. 
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Krystallisationsdauer in Tagen. 
Figur 25. 


Die anderen drei Kurvensysteme der Figur 25 verstehen 
sich in ganz analoger Weise. Es geht sowohl aus diesen 
Kurven als auch aus dem Zahlenmaterial der Tabelle 43 her- 
vor, da die Krystallisationsgeschwindigkeit bei 0° weit ge- 
ringer als bei den iibrigen Versuchstemperaturen ist: besonders 
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deutlich tritt dieses Verhaltnis bei dem Versuche Nr. 3 zu- 
tage, dessen Krystallisationskurve der Abszissenachse beinahe 
parallel verlaiuft. Was die drei anderen Versuchstemperaturen 
betrifft, so ist der Unterschied der Krystallisationsgeschwindig- 
keit weit weniger ausgepragt, eine nahere Betrachtung von 
dem vorliegenden Zahlenmaterial zeigt aber doch, daB die 
Krystallisationsgeschwindigkeit im grofen und 
ganzen desto grifer, je héher die Temperatur ist. 
Die Differenz zwischen dem im vierten Filtrate gefundenen 
Wert des Eihydratgehalts in Nr. 3 (direkte Krystallisation) und 
dem entsprechenden Wert in Nr. 2 (Gleichgewichtszustand) 
gibt ja jedenfalls ein annéherungsweise richtiges Maf der- 
jenigen Menge des Eihydrats, welche die Lésung bei der Ver- 
suchstemperatur 0° iiber die dem Gleichgewichtszustande ent- 
sprechende Menge hinaus enthalt, und eine analoge Betrachtung 
kann selbstverstindlich den tibrigen Versuchstemperaturen 
gegeniiber geltend gemacht werden. Nun ist diese Differenz 
mit steigender Temperatur abnehmend, indem sie: 

fir die Versuchstemperatur 0° gleich 1,813, 


>» » » 12° » 0,541, 
20° » 0,459 und 
299 » 0,421 


ist, und es ist naheliegend, die Ursache hierzu in einer mit 
der Temperatur steigenden Krystallisationsgeschwindigkeit zu 
suchen. Diese Auffassung stimmt auch mit dem rein unmittel- 
baren Eindruck tiberein, den man bekommt, wenn man eine 
und dieselbe Versuchsfliissigkeit bei verschiedenen Tempera- 
turen krystallisieren laBt. 

Auch wenn von dem Gleichgewichtszustand der 
Systeme die Rede wird, scheidet sich die Versuchs- 
temperatur 0° stark von den tibrigen aus. Wahrend 
namlich das von uns untersuchte System, welches 24,044 g 
Ammoniumsulfat auf 100 g Wasser enthalt, im Gleichgewichts- 
zustand auf 100 g Wasser bei 29° ca. 1,6 g Eihydrat, bei 
20° ca. 1,4 g und bei 12° g ca. 1,5 g enthilt, so enthialt es 
bei 0° mehr als 2 g. Ubrigens deuten die angefiihrten Zahlen 


a] 


darauf, daB zwischen 12° und 29° vielleicht in der Nahe von 
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20° eine Optimaltemperatur befindlich ist, bei welcher die Lésung 
im Gleichgewichtszustand und unter sonst gleichen Verhalt- 
nissen ein Minimum von Eihydrat enthalt. Die gefundenen 
Verschiedenheiten sind zwar nur klein, wir machen aber dar- 
auf aufmerksam, weil wir bei Versuchen, welche andere Zwecke 
verfolgten, Verhiltnisse gefunden haben, die in dieselbe Rich- 
tung zeigen.!) Ebenfalls erinnern wir in diesem Zusammen- 
hang daran, daB die im vorhergehenden?) beschriebenen Ver- 
suche zur Bestimmung des Faktors r keine Andeutung davon 
geben, dafi bei héherer Temperatur ein anders zusammen- 
gesetztes Eihydrat krystallisiert als dasjenige, welches sich 
bei niedrigerer Temperatur ausscheidet, anderseits darf man 
aber nicht vergessen, dafi die héchste Temperatur, welche bei 
der Faktorbestimmung angewandt wurde, nur 24° betrug. 

Wie schon oben gesagt, wurde ein Teil der Versuchs- 
fliissigkeiten, nachdem die Proben fiir die vierte Filtrierung 
herausgenommen waren, bei anderen Temperaturen angebracht 
als denjenigen, bei welchen diese Fliissigkeiten bisher gestanden 
hatten. Die Absicht damit war zu untersuchen, ob hier viel- 
leicht ein gewohnlicher, von der Temperatur abhangiger und 
deshalb mit der Temperatur verschiebbarer Gleichgewichts- 
zustand vorlag, und die Versuchsergebnisse zeigten in sehr 
deutlicher Weise, daB dem wirklich so war. Die Versuchs- 
anordnung nebst den Analysenresultaten sind in den 5 untersten, 
wagerechten Reihen der Tabelle 43 mitgeteilt. 

Aus der Tabelle geht hervor, dai die Versuchs- 
mischung Nr. 2, welche sich bei 0° in Gleichgewicht befand, 
und welche nach 9 Tagen zu 29° tibergefiihrt wurde, nach 
der Uberfiihrung weiter krystallisierte, und dasselbe geschah 
mit der Versuchsmischung Nr. 3, welche nach 22-tagiger direkter 
Krystallisation von 0° zu 20° iibergefiihrt wurde. Daf die 
entgegengesetzte Wirkung, eine Auflésung schon gebildeter 
Krystalle, durch Uberfiihrung von 20 oder 29° zu 0° hervor- 
gerufen werden kann, das zeigen die Versuche Nr. 8 und 11 





1) Vgl. H. Chick und C. J. Martin, Biochemical Journal, Bd 7, 
S. 389 (1913). 
*) Diese Zeitschr., Bd. 103, S. 224 u. 225 (1918). 
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(Gleichgewichtszustand) und iibrigens auch die Versuche Nr. 9 
und Nr. 12 (direkte Auskrystallisation). Endlich zeigt der Ver- 
such Nr. 5, da8 ein Uberfiihren eines bei 12° im Gleichgewicht 
befindlichen Systems zu 29° eine wenn auch geringfiigige Auf- 
l6sung schon auskrystallisierten Kihydrats bewirken wird; dieses 
steht in gutem Einklang mit dem, was schon oben gesagt 
ist, daB die Eihydratkonzentration grofer bei 29° als bei 12° 
ist, wenn das System bei der betreffenden Temperatur in 
Gleichgewicht ist. In qualitativer Beziehung verhalten 
sich demnach die hier untersuchten Gemische von 
Eieralbuminkrystallen und umgebender Mutterlauge 
vollstindig wie Systeme, welche sich in einem von 
der Temperatur abhiaingigen Gleichgewichtszustand 
befinden. Wir verhehlen indessen nicht, dai die quantitative 
Ubereinstimmung der Eihydratkonzentrationen der verschiedenen 
Versuche, welche auf verschiedenen Wegen unter die gleichen 
Bedingungen gebracht worden sind, etwas zu wiinschen tbrig 
la8t. Eine Durchsicht der untersten Reihen der Tabelle 43 
wird zeigen, dali es sich hier um Abweichungen handelt, die 
etwas grofer als unsere iiblichen Versuchsfehler sind. Der 
Grund hierzu ist mutmaflich derjenige, dai die Auflésung und 
ganz besonders die Auskrystallisation des Eihydrats so langsam 
von statten geht, vor allem bei niedrigen Temperaturen, dai 
es kaum moglich sein wird, innerhalb nicht allzulanger Zeiten 
einen vollstindigen und absoluten Gleichgewichtszustand zu 


erreichen. 


C. Die Bedeutung der Wasserstoffionenkonzentration fiir die Kry- 

stallisationsgeschwindigkeit des Eieralbumins und fiir den Gleich- 

gewichtszustand zwischen dem auskrystallisierten Niederschlag und 
der umgebenden Mutterlauge. 


Versuchsreihe f. Diese Reihe, welche im August 1914 
bei Zimmertemperatur (ca. 20°) ausgefiihrt wurde, bestand 
aus 18 Versuchen. Die Eihydratkonzentration war vor der 
Krystallisation in siimtlichen Versuchen ungefihr die gleiche, 
wahrend die Ammoniumsulfatkonzentration in den ersten 9 
Versuchen etwas kleiner als in den letzten 9 Versuchen war, 


indem auf 100 g Wasser 
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25,947 g Ammoniumsulfat | in den Versuchsgemischen 


nebst 8,594 g Eihydrat f Nr. 1—9 
und 

27,121 g Ammoniumsulfat | in den Versuchsgemischen 
nebst 8,642 g Eihydrat f Nr. 10—18. 
kamen. 


Die Wasserstoffionenkonzentration variierte innerhalb 
jeder der zwei Versuchsgruppen von py. = ca. 3,9 bis py. = 
ca. 5,3. 

Zur Darstellung dieser Versuchsgemische dienten eine 
Kieralbuminlésung und eine starke Ammoniumsulfatlésung, 
beide von bekannter Zusammensetzung, nebst drei aus letzterer 
hergestellten Loésungen, welche samtlich die gleiche Menge 
Ammoniumsulfat enthielten, von welchen aber die eine («sauer» 
bezeichnet) mit verdiinnter Schwefelsiure, die andere (<al- 
kalisch» bezeichnet) mit verdiinntem Ammoniak und die dritte 
(«neutral») mit Wasser versetzt worden war. 

Wir machten uns jetzt vorerst zwei Stammlésungen, eine 
fiir jede der zwei Versuchsgruppen und solcherweise, dab die 
fiir die Versuche Nr. 1—-9 bestimmte Lésung («schwach» ge- 
markt) aus 

1000 ccm Eieralbuminlésung 
430 » Wasser 
und 570 » Ammoniumsulfatlésung 
hergestellt wurde, wahrend die Stammlésung fiir die Versuche 
Nr. 10-18 («stark» gemarkt) aus 
1000 cem Eieralbuminl6sung 
395 » Wasser 
und 605 » Ammoniumsulfatlésung bestand. 

Diese beiden Stammldésungen blieben bei der Vermischung 
und wihrend der nachfolgenden Abmessung fiir die einzelnen 
Versuche vollstandig klar, nach ein paar Stunden aber fing 
der von «stark» tibriggebliebene Rest zu krystallisieren an, und 
dasselbe tat am niichsten Tag das Uberbleibsel von «schwach». 

Die einzelnen Versuchsgemische wurden durch Vermischen 
genau abgemessener Mengen der Stammlésungen mit kleinen, 
nach der verlangten Wasserstoffionenkonzentration gewahlten 
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Mengen von «<sauer», «neutral» oder <alkalisch» dargestellt, 
indem immer fiir jede 50 ccm Stammlésung 3 ccm von diesen 
drei Lésungen zusammen gebraucht wurden. Die Zusammen- 
setzung der 9 ersten Versuchsfliissigkeiten war die folgende: 


Versuchs-Nr. Stammlésung <schwach» «<sauer>» «neutral> <alkalisch» 


1 150 ccm 9,0 cem 0Ocem O cem 
2 150 >» 7,0 1,5 0 

3 250» 10,0 d,0 » QO » 
4. 250» 7,5 > 70 0 

5 250 » 5D » 95 » 0 

6 250» 3,0 » 11,5 » 0 

7 250» LS » i195. > QO » 
8 250» 0.0 » 15,0 0 

) 150 - 0,0 7,0 1,5 


Die Zusammensetzung der 9 anderen Versuchsfliissigkeiten war 
mit den obigen ganz analog, derart, daf Nr. 10 der Nr. 1, 
Nr. 11 der Nr. 2 usw. entsprach, nur wurde die Stammlésung 
«stark» benutzt. 

Betreffs der Krystallisation dieser Fliissigkeiten ist zu 
bemerken: die abgemessene Stammlésung wurde zuerst mit 
der bestimmten Menge «neutral» versetzi, der dadurch ent- 
standene Niederschlag lieB sich in simtlichen Versuchen durch 
Schiitteln wieder in Lésung bringen, und dasselbe war auch 
bei dem nachfolgenden Zusatz von <alkalisch» zu Nr. 9 und 
Nr. 18 und von «<sauer» zu Nr. 5, Nr. 6, Nr. 7, Nr. 15 und 
Nr. 16 der Fall. In diesen sémtlichen Fliissigkeiten fing die 
Krystallisaltion nach '!/s—1/2 Stunde an und verlief normal. 
Dagegen entstand in Nr. 1, Nr. 2, Nr. 3, Nr. 4, Nr. 10, Nr. 11, 
Nr. 12, Nr. 13 und Nr. 14, also in samtlichen der sauersten 
Mischungen, bei dem Zusatz von «sauer» ein so reichlicher, 
voluminéser Niederschlag, dai sich derselbe auch durch an- 
haltendes, sorgfiiltiges Schiitteln nicht wieder in Lésung bringen 
lie8; beziiglich der sauersten Proben war der Niederschlag 
noch dazu von einer etwas klebrigen Konsistenz, was bewirkte, 
dafi sich ein Teil des Niederschlags an den Boden und die 
Seiten des Kolbens haftete. Dieser klebrige Niederschlag, 
welcher in Nr. 1, Nr. 2, Nr. 3, Nr. 10 und Nr. 11 auftrat, ver- 
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iinderte wahrend des Stehenlassens der Fliissigkeit seinen 
Charakter nicht, wogegen der aufgeschwemmte Niederschlag 
nach und nach krystallinisch wurde, gleichwie sich auch 
in den sauersten Mischungen ein ausgepragt krystallinischer 
Niederschlag wihrend des Stehenlassens bildete. Betreffs des 
Aussehens des Niederschlags unter dem Mikroskop wird auf 
die Tabelle 44, zweiten, senkrechten Stab verwiesen (S. 303). 

Die Probenahme mit nachfolgender Analyse des Filtrats 
wurde in der tiblichen Weise nach beziehungsweise 2-, 5- und 
21-tagigem Stehenlassen vorgenommen. Die Bestimmung des 
Ammoniakstickstoffs wurde nur in den Filtraten der zweiten 
Probenahme (nach 5 Tagen) ausgefiihrt und hat das folgende 


Resultat ergeben :') 
Die verschiedenen Filtrate enthielten von Ammoniumsulfat 


auf 100 g Wasser: 


Nr. 1 : (26,032) g Nr. 10 : (27,481) g 
» 2: (26,013) >» » 11: (26,978) » 
>» 3: 25,953 >» » 12: 27,130 > 
>» 4: 25,960 >» » 13: 27,130 >» 
>» 5: 25,933 >» > 14: 27,147 >» 
> 6: 25,933 > >» 15: 27,120 >» 
>» 7: 25,929 » >» 16: 27,096 » 
» 8: 25,966 >» >» 17: 27,102 » 
> 9: 25,954 » >» 18: 27,125 >» 

Mittel : 25,947 g Mittel : 27,121 g 


Es geht aus der obigen Zusammenstellung hervor, dab 
die zwei sauersten Versuchsgemische jeder Gruppe einen von 
dem der tibrigen Gemische der Gruppe etwas abweichenden 
Ammoniumsulfatgehalt zeigen; hierin liegt nichts Besonderes, 
denn eben diese Versuche gaben ja, wie schon genannt, eine 
reichliche Ausscheidung von einem harzartigen Niederschlag, 
welcher wahrscheinlich von einer Zusammensetzung ist, die 
von derjenigen des krystallinischen Eieralbumins abweicht. 





‘) Bei der Berechnung des Ammoniumsulfatgehalts der Nr. 9 und 
Nr. 18 ist es mitberiicksichtigt worden, dafi diese beiden Versuchsgemische 
mit «alkalisch» versetzt sind; die darin gegenwiartige tiberschiissige Am- 
moniakmenge ist in den angegebenen Ammoniumsulfatmengen nicht mit 
einbegriffen. 
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Sieht man von diesen Versuchen ab, so ist die Ubereinstim- 
mung der fiir den Ammoniumsulfatgehalt gefundenen Werte 
eine vorziigliche, und wir haben deshalb in der Tabelle 44 
nur die Mittelwerte der Bestimmungen angefiihrt, gleichwie 
wir diese Mittelwerte bei der Berechnung vom Gehalt der 


Filtrate an Eihydrat benutzt haben. 


Tabelle 44. 
(Versuchsreihe f; August 1914.) 








meal 
— 











‘iE ihydratgehalt des F iltrats in j g 








Die Wasser- 














Nr. auf 100 g Wasser stoffionenkon- 
- i a aa | bei der | bei der | bei der | Zentration des 
des Aussehen des Niederschlags | ersten |zweiten, dritten | Filtrats er 
ie a Filtrie- | Filtrie- — Filtrie- {| 0- U.N. =1 tag. 
Ver- unter dem Mikroskop rung (nach rung (nach rung(nach Krystalli- . 
suchs | 2 Tagen) | 5 Tagen) 21 Tagen ae 
gs | 8 g 1-10°| | 
Die Versuchsgemische enthielten 25,947 g Ammoniumsuifat und 8,594 g Eihydrat 
auf 100 g Wasser 
Nach 1-tigigem Steleianeiti ] | 
|} Klebte der Niederschlag als eine | 
zihe, unter dem Mikroskop | 
| P | 
| villig amorphe Masse am Kol- | 
benboden fest. Diese harz- | 
artige Masse veriinderte ihren |. aa wie oa ee eee 
Charakter wihrend des Stehen- | 3,214: | 0977  O797 | 118,0 | 3,94 
2 lassens nicht, es bildete sich | 3907 | 1,922 | 0860 | 81,3; 4,09 
Z aber auferdem ein in der; | a | a Sli a 
* Flissigkeit leicht aufschlemm- | 3,814 | 0,711 0,712 63.1) 4,20 
|| barer Niederschlag, welcher | 
|| sich unter dem Mikroskop | 
|| deutlich krystallinisch zeigte | | 
| (Nr. 1 und 2: ganz kleine Kry- | | 
|} stalle; Nr. 3: die Krystalle ein | | 
'{ wenig gréfer). | | 
} | ! 
/( Ganz kleine, aber wobhlent- | | 
, || wickelte, nadelfé K 550) | F | 
“ rmige Kry- 0,550 | 0,512 0,492 | 42,7 | 4,37 
. | stalle, welche nur selten zu id id a : Py. re 
? || Biindeln oder Haufen vereinigt | 0,445 0,416 0,389 | 31,6) 4,50 
| { waren. | | 
G | Nadelférmige, in Biindeln oder 0,459 | 0,428 | 0,402 22,4 , 4,65 
- |, Haufen vereinigte, ziemlich | ae “ - 
‘ | grofe Krystalle. | 0,667 0,639 | 0599 | 14,1 | 4,85 
| } | 
Schéne, grofe nadelfirmige | | | 
8 eit 6 | 1,096 ; 1,032 0,982 | 9,55! 5,02 
= | 
g |f Lange, wohlentwickelte pris | 5,01 5,30 


3,684 | 3,217 2.914 


\ matische Krystalle. 
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Tabelle 44 (Fortsetzung). 

















—— 





Nr. 


des 


Ver- | 


Aussehen des Niederschlags 


unter dem Mikroskop 


} 
suchs | 


| 


| Eihydratgehalt des Filtrats in g| Die Wasser- 


| 


auf 100 g Wasser 
| bei der 


| bei der 


| 


| ersten 


_ Filtrie- 


rung (nach rung (nach/rung (nach 
5 Tagen) 21 Tagen 


2 Tagen) 
- 


| 
| 


| 


| 


bei der 


zweiten 


Filtrie- 


or 
=] 





dritten 
Filtrie- 





a 


stoffionenkon- 
zentration des 
Filtrats (nach 
d- u. n. 21 tag, 
Krystalli- 
sationsdauer) 


- 406 
h’-10° Py. 





Die Versuchsgemische enthielten 27,121 ¢ Ammoniumsulfat und 8,642 g Eihydrat auf 


10 
11 


18 


'{ Das Aussehen ganz wie das bei 
'| Nr. 1 und 2 beschriebene. 


mikrokrystallinischen, nicht 
harzartigen Massen, welche 
‘| nach und nach deutlich kry- 
stallinisch wurden. 





Ganz wie Nr. 4 und 3. 


| 


Ganz wie Nr. 6 und 7. 


\ 


Der Niederschlag bestand aus | 


l 
| 
| 
| 


f Grofe nadelférmige Krystalle, | 


’ die oft in Biindeln vereinigt | 


waren. 


Grofe nadelférmige Krystalle, 
4 mit langen wohl entwickelten 
‘| Prismen gemischt. 


| 
| 
| 


| 
| 


L100 g Wasser 


1,315 
1,736 


0,354 


0,269 
0,232 
(),229 
0,335 


0,330 


0,252 
0,215 
0,222 
0,326 


| 
| 
| 





0,333 
0,468 





0,317 


0.2457 
0,197 | 
0,202 
0,301 


120,2| 3,92 
87,1 | 4,06 


60,3 | 4,29 


39,8, 4,40 
988 | 45 
229 46 
141 | 4 


10,0 | 5,00 


6.03 | 5,22 


Die Wasserstoffionenkonzentration der Filtrate wurde so- 
wohl nach 5- als auch nach 21-tigiger Krystallisation gemessen. 
Die Ubereinstimmung zwischen den beiden Messungsreihen war 
gewohnlich gut, und wir haben deshalb in der Tabelle 44 nur 
die Mittelwerte der Messungen notiert. 

In der Tabelle 44 sind die Versuchsergebnisse in der 
iiblichen Weise zusammengestellt, und in der Figur 26, welche 
die wichtigsten dieser Ergebnisse graphisch wiedergibt, ist der 
Gehalt der Filtrate an Eihydrat in mg auf 100 g Wasser als 
Ordinate, und das p,,. des Filtrats als Abszisse benutzt worden. 
Das obere Kurvenbiindel der Figur 26 entspricht den Ver- 
suchen mit der schwacheren Ammoniumsulfatkonzentration 
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aufgenommen, und dasselbe gilt von den beiden am wenigsten 
sauren Versuchsgemischen, welche — mit dem benutzten MaB- 
stab — auf der Figur keinen Raum haben finden k6énnen. 

Figur 26 gibt demnach nur das fiir die Ejier- 
alpuminkrystallisation zentrale Gebiet der Wasser- 
stoffionenkonzentration wieder, und sowohl die Figur 
26 als auch die Tabelle 44 zeigen deutlich, daB sich 
innerhalb dieses Gebiets eine der Krystallisation 
optimale Wasserstoffionenkonzentration findet, bei 
welcher die Krystallisation unter sonst gleichen 
Umstainden am weitesten fortschreitet. Diese opti- 
male Wasserstoffionenkonzentration, die dem p,,. 
= ca. 4,58 entspricht, ist fiir die beiden hier erwahn- 
ten Versuchsgruppen sehr angeniahert dieselbe, und 
die Lage des Optimalpunkts verschiebt sich wihrend 
der fortschreitenden Krystallisation nicht nach- 
weisbar. 

Es ist. nicht zu vergessen, dafi die hier erwahnten Ver- 
suche Versuche der direkten Krystallisation sind, und daB man 
demgeméf den wirklichen Gleichgewichtszustand bei ihnen zu 
erreichen nicht erwarten kann, selbst auch dann nicht, wenn 
die Krystallisationsdauer sich auf 21 Tage erstreckt; man kann 
aber, unseren bisherigen Erfahrungen gemiéB (siehe z. B. Ab- 
schnitt A), mit gutem Grund erwarten, dafi diejenigen Kurven, 
welche den wirklichen Gleichgewichtszustinden entsprechen, 
ganz dasselbe Aussehen wie die Kurven der Figur 26 haben 
miissen, nur daB jene aber ein wenig niedriger liegen als diese. 
Der Optimalpunkt des wirklichen Gleichgewichts wird deshalb 
wahrscheinlich auch bei p,, = ca. 4,58 gelegen sein. Wir 
kénnen bei dieser Gelegenheit noch bemerken, daf wir bei 
einigen einleitenden Versuchen iiber die Bedeutung der Wasser- 
stoffionenkonzentration fiir die Krystallisationsgeschwindigkeit 
des Eieralbumins, welche wir im Februar 1913 bei ca. 5° aus- 
fiihrten, fanden, daB das Eieralbumin auch bei dieser verhalt- 
nismaBig niedrigen Temperatur unter sonst gleichen Umstanden 
am vollstiindigsten bei Wasserstoffionenkonzentrationen, welche 
dem p,,. = 4,5 — 4,6 entsprechen, krystallisierte. 




















Proteinstudien. IV. Mitteilung. 307 


An den beiden Seiten des Optimalpunkts wird die Kry- 
stallisation natiirlich weniger vollstandig sein als bei der opti- 
malen Wasserstoffionenkonzentration selbst, die Sache liegt 
aber etwas verschieden, je nachdem man nach der alkalischen 
oder nach der sauren Seite hin geht. Figur 26 zeigt deutlich, 
wie schroff die Kurven mit wachsendem p,,. ansteigen, und 
aus den in der Tabelle 44 angefihrten Werten des Eihydrat- 
sehalts der Filtrate von den Versuchen Nr. 8 und Nr. 9 be- 
ziehungsweise Nr. 17 und Nr. 18 erhellt es ferner, daf ein 
geringer Zuwachs des p,,. einen auberordentlich grofen Zuwachs 
des Eihydratgehalts zur Folge hat. Eine durch Zusatz von 
Ammoniak hervorgebrachte Verkleinerung der Was- 
serstoffionenkonzentration hat somit, was die hier 
behandelte Frage betrifft, keinen weiteren Einflu8 
als denjenigen, die Menge des auskrystallisierten 
Eieralbumins zu vermindern, das Aussehen und der 
Charakter dieses Niederschlags dagegen bleiben die- 
selben. 

Ganz anders liegt die Sache, wenn man die Was- 
serstoffionenkonzentration durch Zugabe von Schwe- 
felsdéure tiber die optimale hinaus vergr6éGert. Ein 
kleiner Zuwachs der Wasserstoffionenkonzentration 
bewirkt nur einen verhaltnismaéBig kleinen Zuwachs 
des Eihydratgehalts der Mutterlauge, ein gréferer 
Zuwachs der Wasserstoffionenkonzentration aber 
gibt nicht nur einen gréSeren Zuwachs des Eihydrat- 
gehalts der Mutterlauge, sondern aufverdem eine 
durchgreifende Anderung des Aussehens und des 
Charakters des gebildeten Niederschlages: wahrschein- 
lich handelt es sich hier um die Ausscheidung eines K6rpers, 
der schwefelsiurereicher ist als das gewéhnliche krystallisierte 
Kieralbumin. Eine genauere Durchsicht der Tabelle 44 zeigt 
auberdem, dafi der Eihydratgehalt der Filtrate durchgehends 
hoher ist im Versuch Nr. 2 als in Nr. 1 und in Nr. 11 als in 
Nr. 10. Ist dies mehr als ein bloBer Zufall, so deutet es 
darauf hin, daB die Ausfallung — von einer Auskrystallisation 
kann kaum mehr die Rede sein — bei noch gréferen Wasser- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CII. 21 
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stoffionenkonzentrationen wieder zunimmt, was mit der~wohl- 
bekannten Erscheinung, daB die ausfallende Wirkung solcher 
Salze wie Ammoniumsulfat durch Saurezusatz vergr6Bert wird, 
in gutem Einklang steht. Aus der Tabelle 44 ersieht man 
weiter, dafi der Zuwachs des Eihydratgehalts der Filtrate mit 
steigender Wasserstoffionenkonzentration bei der stirkeren 
Ammoniumsulfatkonzentration weniger ausgesprochen ist als 
bei der schwicheren, was jedenfalls bei der dritten Filtration 
deutlich hervortritt, wo man wohl annehmen darf, nicht weit 
vom Gleichgewicht entfernt zu sein. Es ist deshalb wohl 
moéglich, dafi man bei hinlanglich starken Ammoniumsulfat- 
konzentrationen mit steigender Wasserstoffionenkonzentration 
keinen Zuwachs des Eihydratgehalts des Filtrats nachweisen 
kann, dagegen aber eine gleichmaéfige Abnahme, so wie es 
H. Chick und C. J. Martin!) beim Ausfallen — nicht Aus- 
krystallisieren — von Eieralbumin bei veschiedener Wasser- 
soffionenkonzentration und in der Gegenwart reichlichen Am- 
moniumsulfats gefunden haben. 


Zur Beleuchtung eines Verhaltnisses, auf welches wir schon im 
Abschnitt A dieser Abhandlung (siehe S. 285) aufmerksam gemacht haben, 
moéchten wir noch hinzufiigen, dafi die Riickstaénde der Versuchsflissig- 
keiten der obenerwahnten Versuchsreihe noch ein paar Monate nach 
dem Abschlufi derselben in den Kolben bei Zimmertemperatur siehen 
blieben. Wahrend dicser Zeit trat, was eine Reihe der Proben betrifft, 
keine sichtbare Anderung ein, und die dann ausgefiihrten Analysen gaben 
einen ganz 4hnlichen Eihydratgehalt der Filtrate als denjenigen, welcher 
nach der dritten Filtrierung gefunden wurde; dies galt besonders den 
wenigst sauren, ammoniumsulfatreichen Versuchsfliissigkeiten (den Ver- 
suchsnummern 14, 15, 16,17 und 18). Betreffs anderer Mischungen und 
ganz besonders der Versuchsnummern 2, 3, 4, 8, 10, 11, 12 und 13 war 
dagegen eine bakterielle Umbildung des krystallisierbaren Eieralbumins 
in nicht krystallisierbare Kérper eingetreten. Die Menge des ausgeschie- 
denen Niederschlags hatte in diésen Proben mehr oder weniger abge- 
nommen, ja im Versuch Nr. 2 war der Niederschlag véllig in Lésung 
gegangen. Der Eihydratgehalt der Filtrate hatte natirlich in entsprechen- 
dem Grad zugenommen, indem die Umbildung nicht so weit vorge- 
schritten war, dafi’ mehr als ganz kleine Mengen nicht koagulierbarer 
Verbindungen gebildet worden waren. 


- 





1) Biochemical Journal Bd. 7, S. 386 (1913). 
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D. Die Bedeutung der Proteinkonzentration fiir die Krystallisations- 

geschwindigkeit des Eieralbumins und fiir den Gleichgewichtszustand 

zwischen dem auskrystallisierten Niederschlag und der demselben 
umgebenden Mutterlauge. 


Schon in der Einleitung dieser Abhandlung (S. 271) ist 
es erwadhnt, dafi es eine allgemeine Annahme ist, da® die 
Proteinstoffe, unter sonst gleichen Umstinden, um so voll- 
stiindiger ausgesalzen werden, je grdfer die anfiangliche Pro- 
teinkenzentration ist, und die Arbeit von H. Chick und C. J. 
Martin’) iiber das Fallen des Eieralbumins mittels Ammonium- 
sulfats wurde als Beispiel derartiger Untersuchungen heran- 
gezogen. Es ist auch in der Einleitung angedeutet, wie die 
Versuchsergebnisse von Chick und Martin unserer Meinung 
nach zu erkliren sind, und wir werden jetzt durch eine Be- 
sprechung der Einzelheiten der Versuche die Richtigkeit dieser 
Erklarung darzutun suchen. 

Chick und Martin haben eine Reihe von Fiallungen 
gereinigten Eieralbumins mittels Ammoniumsulfats gemacht, 
indem die Albuminkonzentration in den einzelnen Versuchen 
eine verschiedene war, wahrend das Verhialtnis zwischen 
Ammoniumsulfat und Wasser in samtlichen Versuchen das 
gleiche und zwar 31: 100 blieb. Die Tabelle 45 gibt das 
Zahlenmaterial von Chick und Martin diese Versuchsreihe 
betreffend wieder. 

Da Chick und Martin den Albumingehalt der Filtrate 
durch Hitzekoagulation mit nachfolgendem Wéiigen des abfil- 
trierten, gewaschenen und getrockneten Koagulums bestimmen, ?) 
so darf man wohl annehmen, daf die in der Tabelle 45 auf- 
gefiihrten Albuminmengen auch in dieser Weise bestimmt 
worden sind. Chick und Martin miissen dann voraussetzen, 
daB das durch Ammoniumsulfat ausgesalzene Eieralbumin die 
gleiche Zusammenseizung wie das durch Hitze koagulierte be- 
sitzt und somit wasserfrei sein mu8, denn nur mit dieser Vor- 
aussetzung wird das Verhiltnis Ammoniumsulfat : Wasser in 
allen Filtraten dasselbe und dem urspriinglichen Verhiiltnis 


1) ec. S. 380 (1913). 


*) Lc. S, 388 (1913). 


21* 
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31: 100 gleich sein. Es ist aus der Beschreibung der Ver- 
suche nicht zu ersehen, ob der Ammoniakstickstof? in den 
Filtraten bestimmt worden ist oder nicht, und wir sind des- 
halb geneigt zu glauben, daB solche Bestimmungen nicht aus- 
gefiihrt sind. Wir meinen nimlich, daf& es héchst unwahr- 
scheinlich ist, daf& sich das Ejieralbumin durch Fillen mit 
Ammoniumsulfat in wasserfreiem Zustand ausscheiden solle. 
Es ist gewifi kein wesentlicher Unterschied zwischen dem 
Fallen des Eieralbumins durch Ammoniumsulfat und der Kry- 
stallisation desselben mittels desselben Salzes, und es scheint 
uns deshalb nicht ungereimt anzunehmen, daf sich das Eier- 
albumin beim Fallen mit einem 4hnlichen Wassergehalt wie 
beim Krystallisieren ausscheidet. Ist dies aber richtig, dann 
ist es unmittelbar einleuchtend, dafi die Auslegung, welche 
Chick und Martin von ihren Versuchsresultaten geben, nicht 
stichhaltig ist, denn in diesem Falle wird die Lésung durch 
das Fillen farmer an Wasser, das heift die Ammoniumsulfat- 
konzentration derselben wiachst, und dies um so mehr, je mehr 
Eieralbumin gefallt wird, oder, anders gesagt, je grofer die 
anfiingliche Konzentration desselben ist. 

Wir haben die Versuche von Chick und Martin unter 
der Voraussetzung umgerechnet, dai das beim Fallen aus- 
seschiedene Eieralbumin denselben Wassergehalt wie das kry- 
stallisierte und zwar 0,22 g auf 1g wasserfreies Albumin’) 
besitzt. Wir haben keine Garantie. daB eben dieser Wasser- 
gehalt der wirklichen Sachlage entspricht, wir hegen aber 
keinen Zweifel dartiber, das diese Berechnungsweise der Wahr- 
heit naher kommt als die von Chick und Martin angewandte. 
Das Resultat der Umrechnung findet man in der Tabelle 46. 

Es geht aus der Tabelle 46 hervor, daf, die Richtigkeit 
der angewandten Berechnungsweise vorausgesetzt, die Filtrate 
in den Versuchen von Chick und Martin eine desto gréBere 
Ammoniumsulfatkonzentration und eine desto geringere Ki- 
hydratkonzentration haben werden, je gréfer die ausgefallte 
Menge Eihydrat ist.?) 


') Diese Zeitschr., Bd. 103, S. 231 (1918). 
*) Der Versuch Nr. 3 fallt auferhalb der Reihe; schon die Zahlen 
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op. Tabelle 45 
en Die Versuche von Chick und Martin. 
2S- (1. c., S. 385, Tabelle III.) 
aS- Verhaltnis: Salz/Wasser konstant == °'/100. 
1r- Variierende Proteinkonzentration. 
nit rT rn a inewerne x =—V— 
7" | 100 g | Albumin} jog ¢ (ye, V0 8) Gefall- 
, | | f 31 S | ee 
a Al vs | Mischung | ¢ - ® | Filtrat | spriingl | tes 
“In Wasser| Salz Salz und pI gt . 
humin | enthielten 100 enthielten | Mischung | Pro- 
a | Albumin aie Albumin | ist Albu-| tein 
int | | ‘min gefallt) 
sie gi § | 8 | 8 g ec | §g£ | /o 
rie 1,90 | 56,92 | 17,65 | 2,484 3,33 1,130 | 1,851 | 544 
nn 1,90 | 36,92 | 11,44 | 3,775 5,14 1,115 | 2660 | 70,4 
he 3,79 | 50,85 | 15,76 | 5,383 7,45 1,159 | 4,224 | 78,5 
sht 7,59 | 53,69 | 16,64 | 9,738 | 14,13 0,935 | 8803 | 90,4 
ch 4,74 | 17,31] 5,36 | 17,306 | 27,40 | 0,772 | 16534 | 95,5 
at- 
hr Tabelle 46. 
lie Umrechnung der Versuche von Chick und Martin. 
oe 7 ) ~ 
| | ‘Das urspriing- | ae 
ter ba | liche Gemisch Le ro der a 
. Eihydrat: | | | enthallt g Eihydrat | | (Wi asser | © oy len 
wail min | sser | Salz |demnach auf| . = 
un Albumin | Wasser | alz | 100 g Wasser in100g Salz) | 100 g Wasser 
-|- Wasser | in 100 g| ... 
1!) | | et | cae | = Filtrat | Filtrat | Br | oo 
: | anu | hydrat; »% 
oil g | g | & i € | | 6 | 8 
er | | | | | 
ig 1,90 ++ 0,42 | 56,92 = 0,42) 45 a 1,130 X 1,22 | m2 
: r= 282 | = 66,50 | 17, ad 411 | 3124/72 95” | 98,621 | 1,835 31,24 
90 +- 0,42 | 36.92 —- 0.42 | F 9 | | 
6 a Oe Oe ws 6,36 | 31,34) 119 %6 122) 98.640 | 1,811 | 31,34 
eit 79 + 0,83 | 50,85 — 0,83 | = 99 | | 
vn r.. - ‘ wag 2 15,76) 9,24 | 31,61 1129 75 11°? 98.586 | 1,886 31,51 
re 7,59 + 1,67 53,69 - - 1,67] 0,935 X 1,22! oo o- a 
5 = 9 26 aac 52,02 | 16, 64 | 17, 80 31,99 ja 1,141 | 98,859 1,523 | 31,99 
4,74 +- 1,04 um , | 7 ‘ 99 | : 
ite ee a 1.08 5,36 | 35,53 | 92,94) 9777 0 13°") 99,058 | 1,264 32,94 





Chick und Martins (Tabelle 45, sechster senkrechter Stab) zeigen 
_ aber, daf hier ein Versuchsfehler vorliegt. 
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Driickt man die Abhangigkeit der Eihydratkonzentration 
der Filtrate von der Salzkonzentration derselben graphisch 
aus, so bekommt man die Kurve II der Figur 27, welche 
ohne Riicksichtnahme auf Versuch 3 (siehe die Bemerkung 
unterm Text) gezeichnet ist. Auf der Figur 27 findet man 
aufer dieser Kurve noch eine andere Kurve, I gemarkt, welche 
die Abhingigkeit zwischen den Salz- und Eihydratkonzentra- 
tionen der Filtrate einer anderen von Chick und Martin 
ausgefiihrten Versuchsreihe wiedergibt,!) welche Reihe eben 
angestellt wurde, um die hier genannte Abhangigkeit zu unter- 
suchen. Diese Versuchsreihe haben wir in ganz derselben 
Weise wie die obenerwihnte umgerechnet, die Umrechnung 
spielt aber hier eine weit geringere Rolle, weil alle Versuche 
mit der gleichen Albuminkonzentration anfingen, und dieselbe 
noch dazu eine ganz kleine, und zwar 1,3 g_ wasserfreies 
Albumin auf 100g Wasser, war. Man ersieht aus der Figur 27, 

* daf die beiden Kurven einen vollig paral- 
lelen Verlauf nehmen, und wir ziehen da- 
raus den Schluf{, daB die Kurve II gleich- 
wie die Kurve I ein Ausdruck der Abhangig- 
keit zwischen der Salz- und der Eihydrat- 
konzentration ist, mit der anfianglichen 
Proteinkonzentration aber nichts zu tun hat. 
Daf die Kurven | und II nicht zusammen- 
fallen, muB davon herrihren, 
daf die betreffenden Ver- 
suche nicht unter den glei- 
! , chen duferen Bedingungen, 
30 0 423336353637 38 _ 7, B. nicht bei derselben Was- 

g Ammonsulfat per 100g Wasser. —_serstoffionenkonzentration 

oe ausgefiihrt sind, und daB ein 
solcher Unterschied unter den beiden Reihen wirklich existiert, 
das geht aus dem Zahlenmaterial von Chick und Martin deutlich 
hervor. Wahrend einerseits in der der Kurve I entsprechenden 
Reihe dasjenige Versuchsgemisch, welches auf 100g Wasser 31g 
Salz und 1,3 g Eihydrat enthalt, ein Filtrat gibt, welches 0,733¢ 





———_—_—__—— 
” 





g Eihydrat per 100g Wasser. 











') 1. c. S. 383, Tabelle II. 
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Albumin in 100 ¢ enthalt, so ersieht man anderseits aus der 
Tabelle 45, dafi in der dieser entsprechenden Versuchsreihe, 
wo alle Versuchsgemische 31 g Salz auf 100 g Wasser ent- 
halten, siaimtliche Versuche Filtrate gegeben haben, welche 
mehr als 0,733 g Albumin in 100 g enthalten, und bei einer 
so geringen anfinglichen Proteinkonzentration als 1,3 g Al- 
bumin auf 100 g Wasser, muf der Gehalt an Albumin in 100 g 
Filtrat gréBer als 1,130 g sein (Tabelle 45, erster Versuch). 

Wir meinen demnach, daf die Resultate, welche Chick 
und Martin in der hier ausfiihrlich erwiahnten Versuchsreihe 
erhalten haben, keinen Aufschluf tiber einen etwaigen EinfluB 
geben, den die anfangliche Proteinkonzentration auf die Zu- 
sammensetzung des Filtrats austibt, sondern sich leicht und 
ungezwungen als eine Wirkung der verschiedenen Salzkonzen- 
tration der Filtrate erklaren la6t. Die néachste Frage wird 
dann die folgende sein: In welcher Weise wird die Pro- 
teinkonzentration des Filtrats von der anfinglichen 
Proteinkonzentration abhingen, wenn man die Ver- 
suchsanordnung dermaben einrichtet, dai die Ammo- 
niumsulfatkonzentration der Filtrate in allen Ver- 
suchen wirklich die gleiche ist? 

Schon in der Einleitung dieser Abhandlung haben wir 
hervorgehoben, dafi die Gibbs’sche Phasenregel verlangt, dah 
die anfiangliche Proteinkonzentration keinen Einflu8 auf die 
Proteinkonzentration des Filtrats ausiibt, und dai dem wirklich 
auch so ist, das haben wir mittels der beiden, im folgenden 
beschriebenen Versuchsreihen zu beweisen gesucht. 

Versuchsreihe g. Diese Reihe, welche im Februar 
1915 bei Zimmertemperatur (18°) ausgefiihrt wurde, bestand 
aus 5 Versuchen; wahrend die Versuchsgemische alle an- 
niherungsweise die gleiche Ammoniumsulfatkonzentration be- 
saben (durchschnittlich 26,658 g Ammoniumsulfat auf 100 g 
Wasser), variierte die anfingliche Proteinkonzentration der 5 
Versuche ungefiihr wie 6:4:3:2:1, indem der Eihydrat- 
gehalt auf 100 g Wasser beziehungsweise 14,140 g (Nr. 1), 
9,419 g (Nr. 2), 7,058 g (Nr. 3), 4,703 ¢ (Nr. 4) und 2,350 g 
(Nr. 5) war. 
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Zur Darstellung dieser Versuchsgemische benutzten wir 
eine Elieralbuminlésung, eine «starke» und eine «<schwache» 
Ammoniumsulfatlésung, saimtliche von bekannter Zusammen- 
setzung. Es wurde jetzt zu 

Nr. 1 : 180 ccm Eieralbuminlésung 


>» 2: 120 
3: 90 » 
4: 60 »- » 
5: 3 ; > 


abgemessen. 
Die abgemessenen Quantitéten Eieralbuminldsung wurden 


gewogen, und wir berechneten, mit wieviel Wasser und wieviel 
der «schwachen» Ammoniumsulfatl6sung die letzteren vier 
Nummern zu versetzen waren, damit jede derselben die gleiche 
Menge Wasser und Ammoniumsulfat wie Nr. 1 enthielte, und 
der einzige Unterschied im Gehalt an Eihydrat lige. Nachdem 
die solcherweise berechneten Mengen zugefiigt waren, wurde 
jede der LOsungen mit 100 ccm «starke» Ammoniumsulfat- 
losung gefallt und endlich mit 5 Tropfen Impfungsmaterial 
geimpft. 

Nachdem die «starke» Ammoniumsulfatlésung zugesetzt 
war, konnten simtliche L6sungen durch Schiitteln von amorphem 
Niederschlag befreit werden; immerhin war aber Nr. 1 stark 
und Nr. 2 etwas opaleszierend, die tbrigen klar. 

Nr. 1 krystallisierte in 1/4 Stunde deutlich, und nach 
11/2 Stunden bildete das Ganze eine breiige Masse. 

Nr. 2 und 3 krystallisierten im Laufe von 1/2—3/4 Stunde, 
und nach 3 Stunden bildeten auch diese beiden Lésungen bei- 
nahe breiartige Massen. 

Nr. 4 krystallisierte langsamer, und erst nach 6 Stunden 
war ein reichlicher Niederschlag gebildet, wahrend 

Nr. 5 erst nach ein paar Stunden zu krystallisieren an- 
fing; am nachsten Tag enthielt aber auch diese Mischung einen 
nicht unbedeutenden Niederschlag. 

Die Probenahmen mit nachfolgender Analyse der Filtrate 
geschahen in der iiblichen Weise nach 1-, 2-, 4-, 8- und 16- 
tigigem Stehenlassen. Der Gehalt an Ammoniakstickstoff wurde 








g Eihydrat pr. 100g Wasser. 
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nur in den Filtraten der 8-tagigen Krystallisation bestimmt, 
was die folgenden Ergebnisse lieferte: 


Nr. 1 : 26,716 g (NH,), SO, pr. 100 g Wasser 


» 2: 26,658 » > . 3 
» 4 : 26,647 » » > ; 
» ° : 26, 627 » » > " » 
> 5 26 644 » > » r ‘ 








Mittel : 26,658 g (NH,), SO, pr. 100 g Wasser. 


Die Konzentration der Wasserstoffionen wurde ebenfalls 
nur in den Filtraten der 8-tagigen Krystallisation gemessen. 
Die Analysenresultate sind in der Tabelle 47 zusammengestellt 
und durch Fig. 28 graphisch wiedergegeben. 

Es erhellt aus der Tabelle 47 sowie auch aus den obigen 
Bemerkungen die Krystallisation der verschiedenen Proben be- 
treffend, dab, je grOBer die anfiingliche Proteinkonzen- 

tration ist, um so grOéfer ist die Krystallisa- 
":  tionsgeschwindigkeit. So sieht man in der Tabelle, 
' da®B nach 1 Tag der Versuch Nr. 5 noch weit hinter 
pee ' den iibrigen geblieben ist, und daf er sie nach 2 Tagen 
' noch kaum erreicht hat. 
5 Laut der Phasenregel soll der Gleich- 
: gewichtszustand, wie schon zu wiederholten 
_:  Malen gesagt, von der anfanglichen Protein- 
i '  konzentration unabhingig sein, und man mubte 
 demgemaifS8 erwarten, da& der Eihydratgehalt 
der Filtrate sich in den verschiedenen Ver- 
, : suchen demselben Wert niherte. Im grofen 
‘7 und ganzen findet man zwar auch, daB dies der 
i : Fallist, wie es in sehr anschaulicher Weise aus 
21) 4 der Figur 28 hervorgeht, und noch starker wiirde 
: es hervortreten, wenn der Mafstab der Figur so ge- 


“J 

















: | 3 = = = 3 © OC eS a eee 
Krystallisationsdauer in Tagen. 
Figur 28. 
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Tabelle 47. 
(Versuchsreihe g; Februar 1915.) 





Die Versuchsgernische enthielten 26,658 g Ammoniumsulfat auf 100 g Wasser. 








anensteinenenteniiniennnninanedinmenmmeneesiniaenmennnmmmmpenimmmmmiememmmmmeneneenn ee 





_ Eihydratgehalt in g auf 100 g Wasser in den Versuchs- Die Wasserstoff- 
fliissigkeiten beim Anfang des Versuches und in den ver- ionenkonzentra- 

















7 __Schiedenen Filtraten——___|tion des Filtrais 
| | | (vierte Filtrie- 
me Beim Nach der| Nach der| Nach der| Nach der! Nach der aeaaias * woe 
Ver- | Anfang ersten |zweiten! dritten |! vierten | fiinften rung) 
© | Filtrie- | Filtrie- | Filtrie- | Filtrie- | Filtrie- < aeealaa 
suchs | sen rung ; rung rung | rung rung 
~~ | Versuchs | (1 Tag) |(2 Tagen) | (4 Tagen) |(8 Tagen)|(16 Tagen)| } . 108 Py 
s | «# 1 #.!) #@.i-2 g 
1 | 14,140 | 0841 | 0,806 | 0,777 | 0,768 | 0,768 | 13,49 | 4,870 
2 9419 | 0,806 | 0,779 0,750 0,726 0,735 | 13,18 | 4,880 
3 7,058 | 0,804 | 0,745 | 0,714 | 0,692 | 0,718 | 13,06 | 4,884 
4 | 0,724 0,677 0,654 0,670 | 13,06 | 4,884 
| 





4,703 0,806 
2.350 1,172 


























wahlt wiirde, daf auch die Anfangspunkte der den Versuchen 
Nr. 1 und 2 entsprechenden Kurven auf der Figur Platz 
finden kénnten. Eine eingehendere Betrachtung der Figur 28 
sowie auch eine Durchsicht der Tabelle 47 und besonders des 
sechsten und siebenten senkrechten Stabes derselben zeigen 
indessen eine zwar nicht grofe, jedoch aber deutliche Abnahme 
des Eihydratgehalts des Filtrats von dem Versuch Nr. 1 bis 
zu Versuch Nr. 5, also mit abnehmender anfinglicher Protein- 
konzentration, und die Frage wird dann, wo die Ursache dieser 
Erscheinung zu suchen ist. 


Man sieht, daB die Abweichungen der hier beschriebenen 


0,826 | 0,677 | 0,613 | 0,597 | 12,97 | 4,887 


Versuche in eine Richtung gehen, welche derjenigen entgegen- ' 


gesetzt ist, die man nach der oben (S. 271) erwahnten gewohn- 
lichen Auffassung zu erwarten hatte, indem laut dieser Auf- 
fassung der Eihydratgehalt des Filtrats desto kleiner sein sollte, 
je grOBer die anfangliche Proteinkonzentration war; diese Auf- 
fassung findet demnach in den Ergebnissen unserer Versuche 
keine Stiitze. Mit dhnlicher Sicherheit darf man annehmen, 
dab die Ursache des verschiedenen Eihydratgehalts der Filtrate 
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nicht in einer verschiedenen Konzentration des Ammonium- 
sulfats liegt, denn diese ist, wie oben gesagt, in samtlichen 
Filtraten sehr nahe dieselbe, und ist tibrigens am gr6Bten in 
Nr. 1 gefunden, wo auch der Eihydratgehalt am groBten ist. 
Die Ursache der beobachteten Abnahme des Eihydratgehalts 
der Filtrate ist unserer Meinung nach wahrscheinlich in einem 
Verhiltnis zu suchen, welches wir schon zu _ wiederholten 
Malen!) erwihnt haben, und zwar dasjenige, daf krystallisier- 
bares EKieralbumin eine Neigung hat, sich durch Stehenlassen 
in nicht krystallisierbares, wohl aber vollig koagulierbares 
Albumin zu verwandeln. Daf eine bakterielle Kinwirkung eine 
soleche Umbildung hervorzurufen vermag, haben wir mehrere 
Male Gelegenheit zu beobachten gehabt, und es ist mdglich, 
daf eine dihnliche, wenn auch quantitativ betrachtet gering- 
fiigigere Umbildung durch einfaches Stehenlassen wiisseriger 
Lésungen des Eieralbumins eintreten kann. Es ist deshalb in 
hohem Mab wahrscheinlich, dab eine wiisserige Lésung von 
durch Umkrystallisieren vollig gereinigtem Eieralbumin nach 
einigem Stehenlassen immer kleine Mengen nicht krystallisier- 
bares Eieralbumin enthalten wird, und diejenigen KEihydrat- 
mengen, die man nach einer Krystallisation im Filtrat 
findet. werden deshalb teils aus dem nicht auskrystallisierten 
Teil des krystallisierbaren Kieralbumins, teils aus dem ge- 
samten nicht krystallisierbaren Albumin bestehen, und von 
diesem letzteren wird natiirlich um so mehr vorhanden sein, 
je gréber die anfiingliche Proteinkonzentration gewesen ist. 
Nimmt man z. B. an, dafi bei der Herstellung der Versuchs- 
fliissigkeiten in der Versuchsreihe g 1°/o der ganzen Albumin- 
menge in nicht krystallisierbarer Modifikation vorhanden war, 
so gibt eine einfache Rechnung, daB der Inhalt von krystalli- 
sierbarem Eieralbumin in simtlichen Filtraten nach 4- oder 
8-tagigem Krystallisieren (dritte und vierte Filtrierung) sehr 
nahe derselbe ist. 


Dritte Filtrierung Vierte Filtrierung 
Nr. 1: 0,777 — 0,141 = 0,636 0,768 — 0,141 = 0,627 
» 2:0,750 — 0,094 = 0,656 0,726 — 0,094 = 0,632 





‘) Diese Zeitschr., Bd. 103, S. 44 u. 283 (1918). 





318 S.P. L. Sérensen u. Margrethe Héyrup. 


Dritte Filtrierung Vierte Filtrierung 
Nr. 3: 0,714 — 0,071 = 0,643 0,692 — 0,071 = 0,621 
4 : 0,677 — 0,047 = 0,630 0,654 — 0,047 = 0,607 
5 : 0,677 — 0,024 == 0,653 0,613 — 0,024 = 0,589 


Daf wir dritte und vierte Filtrierung und nicht die fiinfte 
wihlen, ist dadurch begriindet, dab die Filtrate in mehreren 
der Versuche bei der fiinften Filtrierung mehr Eihydrat als 
bei der vierten enthalten; dieses ist, wie schon oben bemerkt, 
(S. 308 und S. 315), ein Zeichen einer anfangenden bakteriellen 
Wirksamkeit, und wird demzufolge eine Stiitze der von der 
hier behandelten Frage gegebenen Erkliirung. 

SchlieBlich kann man danach fragen, wie die Ergebnisse 
dieser Versuchsreihe mit denjenigen der friiheren Reihen im 
-Einklang stehen. Ein Vergleich lat sich, was einen einzelnen 
Versuch betrifft, anstellen, wenn man sémtliche Faktoren, die 
den Verlauf der Krystallisation beeinflussen, mit in Betracht 
zieht. Aus Figur 24, Kurve I und Ii, die die Resultate der 
Versuchsreihe a (Tabelle 39) darstellen, erhellt es, dafi, wenn 
die Krystallisation bei Zimmertemperatur stattfindet, und die 
anfangliche Proteinkonzentration ca. 10,5 g Eihydrat auf 100 g 
Wasser ausmacht, dann wird das Filtrat, wenn die Ammonium- 
sulfatkonzentration 26,658 g Ammoniumsulfat auf 100 g Wasser 
betragt, 

nach 4-tagigem Stehenlassen 0,712 g Eihydrat aut 100 g 
Wasser (Kurve 1) und 

nach 13-tigigem Stehenlassen 0,678 g Eihydrat auf 100 ¢ 
Wasser (Kurve II) enthalten. 

In der Versuchsreihe g, Versuch Nr. 2, ist die Krystalli- 
sation unter annaiherungsweise denselben Umstanden wie in 
der Reihe a vorgegangen, nur die Wasserstoffionenkonzentration 
ist nicht genau dieselbe, indem sie in der Versuchsreihe a dem 


Py: = 4,85—4,86, im Versuch Nr. 2, der Versuchsreihe g, aber 
dem p,,. = 4,88 entspricht. Aus der Figur 26 (S. 305) ersieht man 
jetzt, daB ein Filtrat mit p,,. = 4,88 emen 1,07mal so grofen 


Eihydratgehalt wie ein Filtrat mit p,,. = 4,85—4,86 besitzt. 
Hierauf fuBend kann man demnach berechnen, dai das 


Filtrat des Versuchs Nr. 2, Reihe g, 
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nach 4-tigigem Stehenlassen 
(0,712 - 1,07 — 0,762 g Eihydrat auf 100 g Wasser und 

nach 13-tiigigem Stehenlassen 
0,678 - 1,07 = 0.725 g Kihydrat auf 100g Wasser enthalten soll. 

Aus der Tabelle 47 ersieht man, dafi der beim Ver- 
such Nr. 2 wirklich gefundene und der auf Grund- 
lage friiherer Versuchsreihen berechnete Kihydrat- 
gehalt des Filtrats in einem sogar sehr schonen Ein- 
klang stehen. 

Wiihrend wir in der eben beschriebenen Versuchsreihe 
gleichwie in der Reihe a die direkte Krystallisation angewendet 
haben, so haben wir in der folgenden Reihe angestrebt, die 
Frage, was die anfingliche Proteinkonzentration fiir den Gleich- 
gewichtszustand bedeutet, durch einige Versuche zu beleuchten, 
bei welchen das in der Versuchsreihe b benutzte Verfahren — 
reichliche Auskrystallisation mit nachfolgendem L6ésen von 
etwas des krystallisierten Niederschlags — zur Anwendung kam. 

Versuchsreihe h. Diese Reihe, die im April 1915 bei 
Zimmertemperatur (19°) ausgefiihrt wurde, bestand aus 4 Ver- 
suchen, von welcher Nr. 2 und 3 identisch waren. Zur Her- 
stellung der Versuchsfliissigkeiten gebrauchten wir wie iiblich 
eine Eieralbuminlésung, eine «starke» und eine «schwache» 
Ammoniumsulfatlésung, séimtliche von bekannter Zusammen- 
setzung. Es wurden zu dem 


Versuch Nr. 1: 120 cem Eieralbuminlésung 
> = 1 G9 


und zum » 4: 30 
ubgemessen und gewogen. 

Sodann wurden Nr. 2, 3 und 4 mit denjenigen Mengen 
Wasser und «schwachen» Ammoniumsulfatlésung  versetzt, 
welche notwendig waren, um jeder dieser Lésungen den gleichen 
Gehalt an Wasser und Salz wie Nr. 1 zu erteilen, wonach 
alle vier Lésungen durch Zusatz von 100 ccm «starker»> Am- 
moniumsulfatlésung zu jeder Probe gefallt wurden. Jede der 
Liésungen enthielt demnach 27,277 g Ammoniumsulfat auf 100 g 
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Wasser, wihrend der Eihydratgehalt auf 100 g Wasser in 
folgender Weise variierte: 
Nr. 1: 10,433 g 
2: 5,209 » 
» 3B: 5,215 » 
und » 4: 2,608 » 

Der beim Zusatz der «starken» Ammoniumsulfatlésung 
ausgeschiedene, amorphe Niederschlag lief sich in sémtlichen 
Proben durch Schiitteln wieder in Lésung bringen, Probe Nr. 1 
blieb aber stark opaleszierend. In dieser letzteren trat reich- 
liche Krystallisation schon nach !/4 Stunde ein, wahrend dieses 
bei den Versuchen Nr. 2 und 3 erst nach 1 Stunde und bei 
Nr. 4 erst am nichsten Tag eintrat. 

Nach insgesamt 2-tagiger Krystallisation wurde jedes 
Versuchsgemisch vorsichtig und unter gutem Schiitteln mit 
60 cem «<schwacher» Ammoniumsulfatlésung versetzt, wodurch 
der Ammoniumsulfatgehalt jeder Fliissigkeit 25,115 g auf 100g 
Wasser wurde, wihrend der Eihydratgehalt auf 100 g Wasser 
folgenderweise variierte: 

Nr. 1 : 8,396 g 
» 2: 4,192 >» 
» 3: 4,198 » 
» 4: 2,099 » 

Die Probenahme mit nachfolgender Analyse geschah in 
der iiblichen Weise 3 Stunden, 1, 3 und 8 Tage nach dem 
Zusatz der «schwachen» Ammoniumsulfatlésung. Der Am- 
moniakstickstoff wurde nur in den Filtraten des 3-tagigen 
Stehenlassens ermittelt, was die folgenden Resultate ergab: 

Nr. 1 : 25,146 g (NH,),SO, pr. 100 g Wasser 
>» 2: 25,123 > , > » » , 
> 3: 25,079 >» , > » » , 
>» 4:26,118 >» > >  » » > 
Mittel : 25,115 g (NH,),SO, pr. 100 g Wasser. 

Die Wasserstoffionenkonzentration wurde ebenfalls nur 
in diesen Filtraten festgestellt; die Ergebnisse der Analysen 
sind in der Tabelle 48 zusammengestellt. 








ee A A 








| 
5 





Ee wr PRAGRR Re i 


Ver- suchs- Filtrieren | Filtrieren | Filtrieren | Filtrieren 


suchs | fliissigkeit 3 csiunden)| 1 Tag) | 3 Tagen) | 8 Tagen) 





Proteinstudien. IV. Mitteilung. 321 


Tabelle 48. 
(Versuchsreihe h; April 1915). 


Die Versuchsfliissigkeiten enthielten 25,115 g Ammoniumsulfat auf 100 g Wasser. 
Ee 


—- 





| Eihydratgehalt in g auf 100 g Wasser in den Versuchs- | 





Nr. | fliissigkeiten nach Zusatz der «schwachen» Ammonium- Wasserstoff- 
ale sulfatlésung und in den verschiedenen Filtraten ionenkonzentra- 
des |. | beim beim | beim beim | tion des Filtrats, 


inderVer-| ersten | zweiten| dritten | vierten dritte Filtrierung 





(nach (nach (nach (nach 





h-10°| Py. 
g g g g . 





8396 | 1019 | 0987 | 0981 | 0977 | 1644 | 4,784 
4,192 | 0,883 | 0,882 | 0874 | 0868 | 16,75 | 4,776 
4198 | 0885 | 0879 | 0,872 | 0864 | 1614 | 4,792 
2099 | 0,725 | 0,760 | 0,753 | 0,755 | 1633 | 4,787 
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Aus der Tabelle 48 geht erstens hervor, dai die Parallel- 
versuche Nr. 2 und Nr. 3 dieselben Resultate geben. Die 
Ubereinstimmung ist sogar noch besser, als man nach der 
Gréfe der Versuchsfehler zu erwarten berechtigt war. Ubrigens 
zeigt die Tabelle ein ganz ahnliches Bild wie die Tabelle 47, 
und die der letztgenannten angekniipften Bemerkungen finden 
deshalb auch auf der Tabelle 48 Anwendung. Der Eihydrat- 
‘gehalt der Filtrate ist auch hier, wo von Gleichgewichtszu- 
standen, oder wenigstens doch von Zustinden, die sich den- 
selben stark nahern, die Rede ist, um so groéfer, je grifer 
die anfangliche Proteinkonzentration gewesen ist. Der Unter- 
schied des Eihydratgehalts der Filtrate ist in dieser Reihe 
etwas grofer als in der vorigen, laft sich aber natiirlich in 
ganz ahnlicher Weise erklaren. 

Wir meinen dann berechtigt zu sein, aus den in diesem 
Abschnitt beschriebenen Versuchen den folgenden Schlu8 zu 
ziehen, daB wihrend die Krystallisationsgeschwindig- 
keit, wie schon oben gesagt, mit der anfianglichen 
Proteinkonzentration wiachst, so ist der Gleich- 
gewichtszustand von derselben unabhangig, indem 
die Abweichungen von dieser Regel, welche die Ver- 
suche gegeben haben, erstens nur von unter ge- 





322 S. P. L. S6rensen u. Margrethe Héyrup, 


ordneter Bedeutung sind und zweitens sich leicht 
und ungezwungen erklaren lassen. 


Ubersicht. 


1. Wir haben durch eine Reihe Untersuchungen iiber das 
Auskrystallisieren des Eieralbumins mittels Ammoniumsulfats 
klarzulegen gesucht, welchen Einflu{ die Krystallisations- 
bedingungen sowohl auf die Krystallisationsgeschwindig- 
keit als auch auf den Gleichgewichtszustand zwischen 
dem auskrystallisierten Eieralbumin und der dasselbe um- 
gebenden Mutterlauge austiben. 

2. Die Krystallisationsgeschwindigkeit ist um so 
groBer, je grober die Ammoniumsulfatkonzentration (Ab- 
schnitt A) und die anfangliche Proteinkonzentration 
(Abschnitt D) und je héher die Temperatur der Krystalli- 
sation (Abschnitt B) ist. 

3. Im Gleichgewichtszustand wird — unter sonst 
gleichen Umstanden — der Eihydratgehalt der Mautterlauge 
um so kleiner sein, je gréBer die Konzentration des Am- 
moniumsulfats ist (Abschnitt A). 

Die dem Gleichgewichtszustand des Systems optimale 
Temperatur, das ist diejenige Temperatur, bei welcher der 
Eihydratgehalt der Mutterlauge, alles tibrige gleich, am klein- 
sten ist, liegt zwischen 12° und 29°, wahrscheinlich in der 
Nihe von 20°. Es ist jedoch kein wesentlicher Unterschied 
zwischen den Gleichgewichtszusténden des Systems innerhalb 
der Temperaturgrenzen 12° und 29°, wé&hrend derjenige bei 
0° ein ausgeprigt verschiedener ist, indem die Eihydratkon- 
zentration der Mutterlauge bei 0° um ein bedeutendes gréfer 
ist als bei den héheren Temperaturen. Daf hier von wirk- 
lichen Gleichgewichtszustinden die Rede ist, zeigt sich 
dadurch, da sich dieselben durch blofe Temperaturanderungen 
hin und her verschieben lassen (Abschnitt B). 

Die dem Gleichgewichtszustand des Systems optimale 
Konzentration der Wasserstoffionen, das ist diejenige 
Wasserstoffionenkonzentration, bei welcher — unter sonst 
gleichen Umstiinden — die Eihydratkonzentration der Mutter- 
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lauge am schwichsten ist, entspricht dem p,,. = etwa 4,58 und 
scheint von der Ammoniumsulfatkonzentration und der Krystal- 
lisationstemperatur unabhangig zu sein. Eine Verminderung der 
Wasserstoffionenkonzentration tibt keinen weiteren Einflu8 aus 
als denjenigen, den Kihydratgehalt der Mutterlauge zu vergr6Bern, 
indem der Charakter und das Aussehen des ausgeschiedenen 
Niederschlags dadurch nicht verindert wird. Eine VergréSerung 
der Wasserstoffionenkonzentration iiber die optimalen hinaus 
bewirkt dagegen nicht nur einen Zuwachs des Eihydratgehalts 
der Mutterlauge, sondern kann auberdem, wenn es sich um 
einen nur einigermafen wesentlichen Zuwachs der Wasser- 
stoffionenkonzentration handelt, eine durchgreifende Anderung 
sowohl des Charakters als auch des Aussehens des gebildeten 
Niederschlags hervorrufen (Abschnitt C). 

Die anfangliche Proteinkonzentration ist auf das 
Gleichgewicht des Systems ohne EinfluB, die Abweichungen 
von dieser Regel, die die Versuche gegeben haben, sind nur 
von untergeordneter Bedeutung und leicht und ungezwungen 
zu erkléren (Abschnitt D). 

Das untersuchte System verhalt sich im grofen und 
ganzen wie ein heterogenes, der Gibbs’schen Phasen- 
regel gehorchendes System, das aus den vier Komponenten: 
Wasser, Eihydrat, Ammoniak und Schwefelséure besteht. 


Mai 1917. 





























